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Resumen 

 

La persistencia del virus sincitial respiratorio (VSR), se ha asociado con la enfermedad 

pulmonar obstructiva crónica (EPOC) y asma; infecciones de virus respiratorios y 

Haemophilus influenzae no tipificable (HiNT) se asocian a un incremento en el riesgo de  

exacerbaciones en pacientes con EPOC. El objetivo de esta investigación se centró en 

determinar en un modelo in vitro si la persistencia del VSR en macrófagos altera su 

capacidad para capturar (adherir e ingerir) a HiNT, utilizando la línea celular murina 

similar a macrófagos P388D1 (M) infectada de forma persistente por VSR (MP), como 

control se utilizaron M sin infectar (MN). La persistencia del VSR disminuyó la 

capacidad de captura, adhesión e ingestión de HiNT por los MP, determinada por ensayos 

de citometría de flujo con bacteria marcada con bromuro de etidio o con FITC. Se 

cuantificó la expresión a nivel de mensajero y proteína de ICAM-1 y PAFr, proteínas 

identificadas como ligandos de HiNT y se determinó el efecto del bloqueo de ICAM-1 en la 

capacidad de adhesión de HiNT por el macrófago.  Los resultados indican que la 

persistencia del VSR en macrófagos murinos disminuye su capacidad para capturar HiNT 

por efecto de una regulación negativa en la expresión de ICAM-1 a nivel de mensajero. 

 

 

 
 

 

 

 



 

 
INTRODUCCIÒN 

 

1. ASPECTOS GENERALES DEL VIRUS SINCITIAL RESPIRATORIO 

 

El virus sincitial respiratorio (VSR) es el patógeno más importante a nivel mundial en 

infecciones virales del tracto respiratorio bajo en niños durante los primeros seis meses de 

vida (Tercier 1983; Kaneko, Watanabe et al. 2002), así como en personas 

inmunosuprimidas (Hall, Powell et al. 1986; Chanock, Parrott et al. 1992) y adultos 

mayores (Cesario ; Falsey 2005), el patrón epidemiológico se presenta anualmente, el pico 

de incidencia en países templados inicia durante los meses invernales y en los tropicales 

durante la época de lluvias (Nwankwo, Dym et al. 1988; Kaneko, Watanabe et al. 2002)  

 

El VSR está clasificado en el orden de los Mononegavirales dentro del género 

Pneumovirus de la familia Paramyxoviride. El genoma viral consta de una cadena de RNA 

de polaridad negativa con 15,385  nucleòtidos  que da lugar a la trascripción de 10 RNAm 

subgenómicos, que codifican 11 proteínas 9 de las cuales son estructurales ( N, P, L F, G, 

SH, M, M2-1 y  M2-2) y 2 no estructurales (NS1 y NS2) (Collins and Graham 2008). El 

virión  consiste de una nucleocápside contenida dentro de una bicapa lipídica, que 

proviene de la membrana plasmática de la célula hospedera, en la cual se integran las 

glicoproteinas F o de fusión 70 (Kda/574 a.a.),  G (90 kDa/298 a.a.) proteína de unión y  la 

SH o hidrofóbica (7.5-40 kDa/64 a.a.) que forma canales iónicos pentaméricos (Gan, Ng et 

al. 2008; Gan, Tan et al. 2012), la función de esta proteína se asocia a la prevención de 

apoptosis por inhibición de TNF alpha (Fuentes, Tran et al. 2007); la  nucleocápside está 

formada por el material genómico, la polimerasa L (250 kDa ), la nucleoproteína N (43.4 



 

kDa/391a.a.), y la fosfoproteína P (27.1 kDa /241 a.a.). La matriz se constituye por la 

proteína M o de matriz (28.7 kDa/ 256 a.a.). El gene M2 contiene dos marcos abiertos de 

lectura (ORFs) da lugar a las proteínas M2-1 (22.1kDa/ 256 a.a.) y M2-2 (11 kDa/90 a.a.) 

las cuales se sugiere funcionan como factor anti terminador y  factor regulador de la 

trascripción y traducción respectivamente. Al microscopio electrónico el virión aparece 

como una partícula pleomórfica con un tamaño que varía entre 150 y  300nm (Lambert, 

Pons et al. 1980; Collins and Graham 2008).  

 

 

 Modificación del origial obtenido en “Viral Zone” 
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Figura 1.Virus Sincitial Respiratorio  (VSR) 
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La infección viral se inicia en el tracto respiratorio superior  con la unión  de la 

glicoproteína G a los glicosaminoglicanos (GAGs) sulfato de heparina y sulfato de 

condroitina b (Martinez and Melero 2000); sin embargo estas no son las únicas moléculas 

que funcionan como receptor, la proteína G se une a receptores de la quimiocina 

fractalcina CX3CL1, es decir al receptor CX3CR1 (Tripp, Jones et al. 2001). La proteína F o de 

fusión se une a moléculas de superficie celular como la heparina (Feldman, Audet et al. 

2000), lo que permite la fusión de la membrana plasmática de la célula hospedera con el 

virus así como la formación de sincitios (Pastey, Crowe et al. 1999; Pastey, Gower et al. 

2000). La nucleocápside es liberada al citoplasma donde se lleva acabo el ciclo replicativo 

viral (Hacking and Hull 2002; Collins and Graham 2008).  

 

1.1. Transcripción, Replicación y Liberación del VSR 

 

Al termino de las regiones 3’ y 5’ del genoma viral hay regiones extragénicas cortas de 44 

y 155 nucleótidos respectivamente llamadas regiones líder (3’Le) y tráiler (5’ Tr), la 

secuencia 3’ Le contiene una región promotora única, el comienzo de la transcripción 

inicia con la asociación de la polimerasa viral con la región promotora 3’ Le que sigue el 

orden 3´-NS1-NS2-N-P-M-SH-G-F-M2/1-2/-L-5´, el proceso progresivo es guiado por las 

señales conservadas de inicio (SI) y paro (ST) dispuestas entre los genes. Cuando la 

polimerasa alcanza el sitio SI se agrega un casquete (cap) al final de la región 5’, la 

polimeraza continúa hasta alcanzar la señal ST a la que se agrega una secuencia poliA, 

finalmente se libera el  RNAm del gene viral y el proceso se repite para la siguiente 

secuencia genética. Durante la replicación la polimerasa ignora las señales de SI y ST para 

formar al antigenoma que sirve como plantilla para formar las progenies genómicas virales 



 

las cuales se asocian con la proteína N formando una estructura helicoidal que se une a el 

complejo  P-L y a M2-1 mientras las proteínas F, G y SH migran a la membrana 

citoplasmática, finalmente  la proteína M coordina el ensamblaje de las proteínas de 

superficie con las de la nucleocápside y el virión es liberado por gemación (Hacking and 

Hull 2002; Collins and Graham 2008).  Las proteínas no estructurales NS1 y NS2 se 

expresan en la célula hospedera, se les atribuyen funciones antagonistas del sistema de 

interferón y propiedades antiapoptóticas (Bitko, Shulyayeva et al. 2007; Collins and 

Graham 2008) 

 

 

 

 

2. INMUNIDAD E INMUNOPATOGÉNESIS. 

 

 

El VSR se multiplica y disemina en las mucosas del tracto respiratorio superior e infecta 

traquea, bronquios, bronquíolos  y alvéolos. El periodo de incubación es 4-5 días.  

 (Kapikian, Bell et al. 1966). La respuesta inmune a la infección por VSR es permanente y 

participa en eliminación del virus así como en el proceso inflamatorio; sin embargo, aunque 

hay producción de anticuerpo neutralizante contra RSV y una respuesta específica de 

células T, la protección es ineficiente; las reinfecciones son comunes, aunque la severidad 

disminuye a medida que aumenta su frecuencia (Kimpen 1996; van Schaik, Obot et al. 

2000). Los macrófagos son susceptibles a la infección por VSR (Panuska, Cirino et al. 

1990; Merolla, Rebert et al. 1995; Raza, Blackwell et al. 2000) y representan la primera 

línea de defensa en el pulmón, se ha propuesto que las interferencia en las funciones del 



 

macrófago alveolar por efecto de la infección del VSR, contribuye al aumento del riesgo de 

adquirir infecciones bacterianas secundarias(Franke-Ullmann, Pfortner et al. 1995). 

 

  

3. MACRÓFAGOS  Y SU PAPEL MICROBICIDA 

Los macrófagos alveolares  representan alrededor del 95% de las células recuperadas de 

lavados bronquio alveolares en humanos (Shapiro 1999; Gordon and Read 2002). La 

fagocitosis de patógenos llevada a cabo por esta estirpe celular da inicio a la respuesta 

inmune innata que a su vez orquesta la respuesta inmune  adquirida (Aderem and 

Underhill 1999). Los macrófagos alveolares se originan a partir de células totipotenciales 

“stem cell”, son localizados en sitios estratégicos como el intersticio y los alvéolos donde 

maduran por influencia de factores locales tales como citocinas, proteínas surfactantes y 

epitelio bronquial para la defensa de pulmón ante microorganismos, materia particulada y 

toxinas (Labro 2000; Gordon and Read 2002; Ozato, Tsujimura et al. 2002; Becker, 

Soukup et al. 2003; Laskin 2009). La identificación de patógenos potenciales por parte del 

macrófago se logra a través de un sistema de receptores especializados en el 

reconocimiento de motivos conservados característicos de los agentes invasores (Aderem 

and Underhill 1999). Hay evidencia que indica diferencias en  los mecanismos de 

internalización de las partículas según el receptor involucrado (Allen and Aderem 1996). 

Entre los principales receptores que participan en la fagocitosis de microorganismos se 

reconocen los de tipo Fc (FcR) que reconocen inmunoglobulinas y participan en la 

fagocitosis de antígenos opsonizados por efecto de una respuesta inmune adaptativa 

(reconocimiento específico), los receptores de complemento (CR) que también reconocen 

partículas opzonizadas, otros receptores no dependientes de opsonización tienen una 



 

participación clave en la unión y reconocimiento de agentes extraños como los receptores 

para integrinas,  lreceptores scavenger, receptores de manosa, la dectina-1, y el CD14, 

(Underhill and Ozinsky 2002; Areschoug and Gordon 2008). Algunos receptores 

participan directamente con señales de internalización, mientras que otros participan solo 

como moléculas de anclaje que permiten optimización del proceso de captura (Underhill 

and Ozinsky 2002) aún existen muchas proteínas cuya posible participación en el proceso 

de captura no se ha definido (Underhill and Ozinsky 2002; Underhill and Ozinsky 2002) 

 

 

 

 

4. ICAM-1 

 

La molécula de adhesión intercelular (ICAM-1;CD54) es una glicoproteína inducible que 

pertenece a la súper familia de las inmunoglobulinas,  se expresa de manera constitutiva en 

la superficie celular de linfocitos, monocitos, macrófagos, células endotelilales y miocitos; 

se une a la integrina  LFA-1(Dustin and Springer 1988; Hubbard and Rothlein 2000) y 

estabiliza las interacciones célula-célula como linfocito-T/ Macrófago e interviene el 

proceso de rodamiento, en el tráfico de células inflamatorias , en funciones efectoras de 

leucocitos y en la patogénesis microbiana (Hubbard and Rothlein 2000). Algunos 

patógenos como rinovirus, VSR, HiNT y plasmodium lo utilizan como receptor(Hubbard 

and Rothlein 2000; Behera, Matsuse et al. 2001; Avadhanula, Rodriguez et al. 2006). En 

células endoteliales y monocitos el LPS,  Forbol 12-miristato 14-acetato (PMA), así como 

las citocinas proinflamatorias TNF- IFNe IL-1 inducen un aumento significativo en 

su expresión, regulada por los factores de transcripción NF-κB y CREB (Roebuck and 

Finnegan 1999), por otro lado TGF-1 disminuye la expresión de ICAM-1 en líneas 

http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Forbol_12-miristato_14-acetato&action=edit&redlink=1


 

celulares de cáncer pancreático humano y en células gliales (Xiao, Zhang et al. 1996); se ha 

observado que  fibroblastos tratados con TGF-1 aumentan la expresión del micro RNA de 

interferencia mir221 (Mendias, Gumucio et al. 2012) el cual suprime la traducción de 

ICAM-1(Hu, Gong et al. 2010). Además de su papel  como molécula de adhesión  a ICAM-

1se le han asignado funciones en procesos de señalización que derivan en la producción de 

citocinas  proinflamatorias como IL-1e IL-18 en experimentos de ligación cruzada que 

desencadenan la señalización mediada por la vía de las MAPKs (Hubbard and Rothlein 

2000).  

 

 

 

 

 

5. PERSISTENCIA DE VSR 

 

 

El fenómeno de persistencia viral se refiere a la permanencia dentro del hospedero por 

periodos largos de tiempo del genoma viral,  para que se establezca la persistencia es 

necesario que se cumplan dos condiciones, que la replicación del genoma viral no origine 

muerte celular y la evasión del sistema inmune del huésped. Las infecciones persistentes no  

originan  efecto citopático o daño excesivo; sin embargo producen alteraciones en 

funciones celulares no vitales. Aunque la persistencia del VSR en humanos es 

controversial, se tienen evidencias que sugieren que la persistencia del virus es un factor 

etiológico de algunas patologías crónicas como EPOC y asma (Krivitskaia and Iakovleva 

1992; Krivitskaia, Iakovleva et al. 1996; Wilkinson, Donaldson et al. 2006; Sikkel, Quint et 

al. 2008). 

 



 

Algunas de las estrategias utilizadas por los virus durante el establecimiento de la 

persistencia consisten en  la  generación de  virus incompletos o defectuosos, cambio en la 

expresión genética,  infección de células propias de sitios inmunoprivilegiados o células del 

sistema inmune tales como macrófagos células dendríticas y linfocitos (Ng, Sullivan et al. ; 

Oldstone 1998; Oldstone 2009), ya que los macrófagos alveolares son susceptibles de 

infección por VSR resultan  candidatos para la persistencia del VSR. 

 

 

5.1 Evidencias de persistencia en humano 

 

a). La bronquitis crónica representa uno de los principales cuadros clínicos asociados a la 

infección previa con VSR  y se asocia a persistencia (Krivitskaia, Iakovleva et al. 1996) 

 

b) Detección de VSR en pacientes con EPOC durante periodos estables de la enfermedad 

(Wilkinson, Donaldson et al. 2006) 

 

c). Presencia de antígenos de VSR en osteoclastos de pacientes con la enfermedad de Paget 

(enfermedad ósea crónica) (Mills, Singer et al. 1981; Mills, Singer et al. 1984; Mills and 

Singer 1987) 

 

 

 



 

 

5.2 Evidencias de persistencia en bovino 

 

Persistencia de linfocitos B con VSR bovino (VSRB) que comparte una alto grado de 

similitud con VSR (Valarcher, Bourhy et al. 2001) 

 

5.3  Evidencias de persistencia en  modelos experimentales animales 

a). Persistencia del VSR en ratones infectados vía intranasal con VSR, a pesar de 

inmunidad mediada por células T citotóxicas (Schwarze, O'Donnell et al. 2004). 

 

b). En el modelo de cobayo se encontró que tanto las proteínas como el RNA genómico  

del VSR persisten en células del pulmón hasta seis meses después de la infección (Hegele, 

Hayashi et al. 1994; Streckert, Philippou et al. 1996) 

  

d).  Persistencia local de células CD8
+ 

 en pulmón de ratones infectados con VSR que 

presentan hiperreactividad bronquial sugieren a la persistencia viral  o del antígeno en 

tejido alveolar como probable responsable (Ostler, Hussell et al. 2001). 

 

 

5.3 Evidencias de persistencia en líneas celulares  

 

Se han establecido modelos de persistencia de VSR en distintas líneas celulares ( Hep-2, 

HeLa, BS-C1, H358 y P388D1) (Baldridge and Senterfit 1976; Iankevich and Dreizin 



 

1977; Fernie, Ford et al. 1981; Bangham and McMichael 1986; Sarmiento, Tirado et al. 

2002; Valdovinos and Gomez 2003). 

 

 

7. COINFECCIÓN  ENTRE VIRUS RESPIRATORIOS Y BACTERIAS.  

 

El efecto que tiene una infección viral sobre los mecanismos de las células infectadas puede 

predisponer a infecciones secundarias severas con bacterias comensales que frecuentemente 

no ocasionan mayor daño, como Streptococcus pneumoniae y Haemophilus influenzae 

(Hament, Kimpen et al. 1999). 

 La infección bacteriana es un fenómeno que se desarrolla en varias etapas: inicia con la 

adhesión a la célula hospedera seguida de la colonización de tejidos; en casos de bacterias 

intracelulares además de adherirse a la célula, la invaden, se multiplican, se diseminan 

intracelularmente y en algunos casos persisten (McCullers 2006). La interacción de la 

bacteria con la célula es un proceso en el que intervienen componentes de la superficie 

celular del hospedero que hacen posible la adhesión y colonización a distintos nichos del 

cuerpo humano. Para tal efecto las bacterias utilizan estructuras de adhesión caracterizadas 

como la fimbria, sistemas de secreción tipo III, glicoproteínas adhesivas como vitronectina, 

fibrinógeno y fibronectina, además de estructuras que mimetizan ligandos celulares 

(Pizarro-Cerda and Cossart 2006). Por su parte la célula cuenta con moléculas especializa-

das en el recononocimiento de patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs): los 

más destacados son los receptores tipo Toll (TLR) de dominio de oligomerización nuclear 

(NOD) (Spann, Tran et al. 2004; Fritz and Girardin 2005).La respuesta de la célula a la 

infección depende de su estirpe, así como de los factores solubles del ambiente que la 



 

rodea, entre los que se encuentran citocinas, defensinas y quimiocinas; así como reactivos 

intermediarios del oxígeno y el nitrógeno (ROIs, NOIs).(Fritz and Girardin 2005) 

Distintos mecanismos favorecen las infecciones bacterianas secundarias; sin embargo, los 

conocimientos y estudios al respecto son limitados; la infección viral altera directa e in-

directamente la actividad microbicida de la célula. Las resoluciones de la infección 

primaria viral y la secundaria bacteriana dependen de una respuesta adecuada contra el 

patógeno que puede resultar ineficiente durante la coinfección. La predisposición a la 

infección secundaria por bacterias es ocasionada en gran parte por el daño al epitelio, la 

disminución de la actividad ciliar, así como por alteraciones en la membrana y en el 

ambiente celular ocasionadas por la infección viral. Una vez sobrepasada la barrera 

epitelial, la infección bacteriana se ve favorecida (Hament, Kimpen et al. 1999; Beadling 

and Slifka 2004). El epitelio respiratorio normalmente retira de manera eficiente las 

bacterias con las que hace contacto a través del movimiento ciliar y la producción de muci-

nas (Hament, Kimpen et al. 1999) ; este mecanismo puede alterarse por infección viral, 

como es el caso del virus de influenza y del RSV (Walsh, Dietlein et al. 1961). La infección 

por estos virus en el modelo murino origina necrosis del epitelio bronquial y lesiones en al-

veolos (Walsh, Dietlein et al. 1961). En cambio la infección con adenovirus en el modelo 

de chinchilla  reduce el ritmo ciliar del tubo de Eustaquio y favorece la superinfección con 

(HiNT); es interesante notar que la infección en orden inverso, es decir, infección de HiNT 

seguida de una superinfección por adenovirus  tuvo un menor efecto en la disminución del 

ritmo ciliar (Suzuki and Bakaletz 1994). La alteración en el ritmo ciliar y en el epitelio no 

son los únicos cambios que puede originar la infección viral; tejidos que normalmente son 

restrictivos a la adhesión bacteriana se hacen permisivos, tal es el caso de la infección del 

virus de la influenza en el modelo de ratón que daña las células de tráquea y permite la 



 

adhesión de Pseudomonas aeruginosa (Ramphal, Small et al. 1980). La respuesta inmune 

contra patógenos incluye la producción de citocinas que dirigen la eliminación del agente 

infeccioso, así como el proceso de inflamación en el que intervienen defensinas que actúan 

directamente contra éste, actividad fagocítica, opsonización, activación de las vías del 

complemento y migración de distintas estirpes celulares al sitio de infección por efecto de 

las citosinas (Medzhitov and Janeway 1997; Janeway 2001). Los mecanismos efectores 

celulares contra la infección viral o bacteriana dependen tanto de la estirpe celular infectada 

como de la especie y variedad del virus y/o bacteria en cuestión. La respuesta celular 

durante coinfecciones puede resultar ineficiente debido al efecto de la infección viral sobre 

los mecanismos microbicidas, los cuales presentan respuestas diferenciadas dependientes 

del patrón molecular reconocido por los PAMPs, así como de los mecanismos de evasión 

propios del agente infeccioso (Netea, van der Graaf et al. 2004; Uematsu and Akira 2006). 

En este contexto una infección bacteriana secundaria puede ser favorecida por la infección 

viral. El establecimiento de la infección bacteriana depende de su capacidad de adhesión 

sobre la célula hospedera; en caso de bacterias intracelulares está en función de su 

internalización y multiplicación (Pizarro-Cerda and Cossart 2006). 

En el caso específico del VSR hay reportes que indican que la infección por RSV 

incrementa la unión bacteriana a células epiteliales y a monocitos de Haemophilus 

influenzae (Hi) tipo b,  HiNT (Patel, Faden et al. 1992; Takala, Meurman et al. 1993) 

Neisseria  meningitidis, Staphylococcus aureus, Bordetella (El Ahmer, Raza et al. 1999) 

pertussis y Streptococcus pneumoniae, Moraxela catarrahalis,  (Patel, Faden et al. 1992; 

Raza, Blackwell et al. 2000) (Tabla1). 

 

 



 

 

8. COINFECCIÓN  VSR-HiNT   

 

HiNT es una bacteria Gram-negativa considerada como causa mayor de morbilidad y 

mortalidad a nivel mundial, es  un comensal común del tracto respiratorio superior humano, 

sin embargo es uno de los agentes causales comunes de otitis media, sinusitis, neumonía, 

conjuntivitis y en EPOC, afectando tanto el sistema respiratorio alto como el bajo (Foxwell, 

Kyd et al. 1998; Rao, Krasan et al. 1999). EL VSR es un agente que predispone a 

coinfecciones con Haemophilus influenzae (Korppi, Leinonen et al. 1989). Tanto HiNT 

como VSR  son frecuentemente aislados durante exacerbacines agudas de EPOC 

(Seemungal and Wedzicha 2003; Wedzicha 2004). Se ha demostrado en modelos animales 

que la infección por VSR incrementa la colonización nasofaríngea de HiNT (Patel, Faden et 

al. 1992; Jiang, Nagata et al. 1999). En un estudio postmortem realizado en México de 

muestras de tejido pulmonar de niños que murieron por neumonía se reporta que 

infecciones mixtas entre VSR y neumonía bacteriana son comunes (Bustamante-Calvillo, 

Velazquez et al. 2001). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

Tabla 1.  Asociaciones entre VSR y Haemophilus influenzae 

 

 

Asociaciones 

clínicas 

Asociación in 

vitro 

Tipo 

celular o 

localización 

Asociación ex 

vivo 

Modelo Virus Bacteria 

  

 

 

 

Epitelio 

respiratorio 

 

 

Patel J et al. 

1992 

(Patel, Faden et 

al. 1992) 

 

 

Murino 

 

VSR 

 

 

 

  

Haemophilus 

influenza 

 Raza W. M. 

2000 (Raza, 

Blackwell et 

al. 2000) 

Monocitos 

(THP-1) 

  VSR Haemophilus 

influenza 

Korppi M et al. 

1989(Korppi, 

Leinonen et al. 

1989) 

 

 Tracto 

respiratorio 

alto y bajo 

  VSR Streptococcus 

pneumoniae  

Haemophilus 

influenza 
 Jiang Z. et al. 

1998 

 

 

A549   VSR Haemophilus 

influenza 

 

 

Bustamante-

Calvillo  ME et al. 

2001(Bustamante-

Calvillo, 

Velazquez et al. 

2001) 

 Tejido 

pulmonar 

humano 

  VSR Haemophilus 

influenza S. 

pneumoniae 

 

Kansenshogaku 

Zasshi  1989 

 
 

 Tracto 

respiratorio 

alto y bajo 

humano 

  VSR S. pneumoniae 

Haemophilus 

influenza 

Staphylococcus 

aureus 

Branhamella 

catarrhalis 
Monobe H et al. 
2003(Monobe, 

Ishibashi et 

al. 2003) 

 Oído medio   VSR Haemophilus 

influenza and S. 

pneumoniae 

 
Hishiki H et al. 

2010 (Hishiki, 

Ishiwada et 

al. 2011) 

 Tracto 

respiratorio 

alto y bajo 

Humano 

  VSR Haemophilus 

influenza , S. 

pneumoniae y M.  

catarrhalis 



 

9. EPOC, VSR y HiNT 

 

El acrónimo EPOC engloba distintas patologías (la bronquitis crónica, enfisema pulmonar 

y asma) caracterizadas por un bloqueo persistente del flujo de aire cuyos síntomas incluyen 

disnea (falta de aire), expectoración anormal y tos crónica. A nivel mundial se estima que 

en el 2012 alrededor de 64 millones de personas sufren algún tipo de  EPOC, Según la 

organización mundial de la salud (OMS) por esta causa fallecen anualmente 3 millones de 

personas y se estima que para el año 2030 será la cuarta causa mundial de mortalidad 

(Moghaddam, Ochoa et al.). Los factores de riesgo incluyen exposición activa o pasiva al 

humo del cigarro, contaminación e infecciones repetidas de las vías respiratorias inferiores 

en la infancia (Soler-Cataluna, Martinez-Garcia et al. 2005). Durante la historia natural de 

la enfermedad se distinguen periodos estables y periodos de exacerbación en los que el 

proceso inflamatorio de las vías respiratorias y los síntomas  se agudizan y son causa de una 

elevada morbilidad y mortalidad (Mannino and Buist 2007). 

 

La inflamación de las vías respiratorias se asocia a la presencia de células pro-

inflamatorias, principalmente monocitos y macrófagos alveolares que además de obstruir 

las vías respiratorias producen mediadores inflamatorios (citocinas) que a su vez activan y 

atraen leucocitos al aparato respiratorio, lo que  agudiza la enfermedad (Reid and Sallenave 

2003; Iyer Parameswaran and Murphy 2009). Las exacerbaciones son frecuentes y se 

asocian con diversos factores principalmente genéticos, ambientales, alergias e infecciones 

virales y/o bacterianas (Raza, Blackwell et al. 2000; Murphy and Sethi 2002; Reid and 

Sallenave 2003; Seemungal and Wedzicha 2003; Wedzicha 2004). Las infecciones por 

VSR que ocasionan bronquiolitis o neumonía viral severas en los primeros años de vida,  se 



 

asocian con cuadros posteriores y recurrentes del EPOC, y se sugiere que la persistencia del 

VSR está involucrada con la patogenia crónica (Takala, Meurman et al. 1993; Reid and 

Sallenave 2003). Los mecanismos involucrados en la exacerbación de EPOC por la 

infección de VSR y HiNT se desconocen. Los estudios al respecto se enfocan en determinar 

las alteraciones inducidas por el VSR en la célula hospedera, que pudieran comprometer su 

actividad microbicida (Raza, Blackwell et al. 2000). Se ha encontrado que VSR y HiNT 

aumentan la expresión de ICAM-1, la molécula de adhesión celular 1 relacionada a 

antígeno carcinoembrionario (CEACAM-1), y el receptor del factor activador de plaquetas 

(PAF-r) (Behera, Matsuse et al. 2001; Avadhanula, Rodriguez et al. 2006; Avadhanula, 

Rodriguez et al. 2006). La interacción inicial entre el patógeno y la membrana del 

macrófago dan inicio al proceso de la actividad microbicida (adhesión, ingestión y 

sobrevida del patógeno invasor). Los macrófagos alveolares, son permisivos y blanco de la 

infección natural del VSR en el tracto respiratorio inferior (Panuska, Cirino et al. 1990). En 

el diagrama 1 se resumen los antecedentes (diagrama 1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Diagrama 1. El VSR puede infectar células epiteliales y macrófagos de manera aguda y 

persistente, la infección aguda se asocia a bronquitis y otitis, mientras que la infección 

persistente se asocia a  EPOC  la cual comprende periodos estables y de exacerbación, los 

periodos de exacerbaciones asocian a infección por HiNT 

VSR 



 

 

 

 

 

 

 

PUNTUALIZACIÓN DE ANTECEDENTES 

 

 

• Los macrófagos (M) son permisivos y blanco de la infección natural del VSR en el 

tracto respiratorio inferior (Panuska, Cirino et al. 1990)  

 

 

• La actividad bactericida contra HiNT en monocitos THP-1 infectados en forma 

aguda con VSR está alterada (Raza, Blackwell et al. 2000)  

 

 

• Infecciones bacterianas (HiNT) secundarias se asocian con infecciones previas de 

VSR (Takala, Meurman et al. 1993)  

 

 

• Hay evidencias de infección persistente  de VSR en pacientes con EPOC 

(Wilkinson, Donaldson et al. 2006) 

 

 

 

 

 

ANTECEDENTES DEL LABORATORIO  

 

El efecto de la  persistencia del VSR en macrófagos sobre la  fagocitosis de HiNT no  

opsonizada  se  abordó de manera general en el laboratorio (Arrevillaga 2004). Los datos 

mostraron un efecto de disminución en de las capacidades fagocíticas del macrófago que 

incluyeron adhesión, ingestión ,sobrevida bacteriana, producción de Óxido Nítrico (NO) 

además se evaluó la viabilidad celular (Tabla 2); con base en estos resultados y 

considerando que el proceso de adhesión es el primer de la fagocitosis  se decidió evaluar la 



 

capacidad de adhesión con modificaciones al abordaje experimental inicial que permitieran 

dar un seguimiento continuo del proceso de captura de HiNT. 

 

 

Tabla 2: Resumen de antecedentes directos y resultados preliminares (Arrevillaga G. 2004) 

 

 

 

Actividad 

Biológica 

Parámetro Macrófagos 

Normales 

(MN) 

 Macrófagos 

Persistentes 

(MP)      

 

Adhesión 

30 segundos 
MN coinfectados con bacteria 

(HiNT) 

Porcentaje de  macrófagos M 

positivas a bacterias (%A) 

Media  fluorescencia  (MFI) 

Índice de adhesión 

 (%A x MFI) 

 

63.43 

12.99 

824 

25.64 

9.75 

250 

 

Ingestión 

90 minutos 
MP coinfectados con bacteria 

(HiNT) 

Porcentaje de  M 

positivas a bacterias (%A) 

Media  fluorescencia (MFI) 

Índice de ingestión 

 (%A x MFI) 

 

31.86 

4.63 

154 

12.07 

2.75 

33.2 

Capacidad Bactericida 

M coinfectados con bacteria 

(HiNT) 

    

       U.F.C/1X105 M 

 

4.75 16.6 

Producción de Nitritos 

M NO2 /M 

1.319 x10
-4 

MN 

1.407 x10
-4

 

MP
 

1.609x10
-4

 

MN coinfectados con 

bacteria (HiNT) 

5.33 x10
-4

 

MP coinfectados con 

bacteria (HiNT) 

Viabilidad del M    

      Número de  M viables 

2.5x10
5 

MN 

2.5x10
5 

MP 

1.5x10
5 

MN coinfectados con 

bacteria (HiNT)
 

4.0x10
5 

MP coinfectados con 

bacteria (HiNT) 



 

 

 

 

 

 

Propuesta 

 

 

 

A partir de los antecedentes mencionados se planteó la posibilidad de que los macrófagos 

infectados persistentemente (MP) por VSR modifican su capacidad de captura sobre 

HiNT.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

Planteamiento del problema 

 

 

Las coinfecciones entre HiNT y VSR son frecuentes y representan un riesgo de 

exacerbación de cuadros respiratorios adicionales a la infección primaria; el efecto de la 

coinfección entre HiNT y VSR se ha estudiado en modelos experimentales in vitro en in 

vivo con infección aguda de VSR; sin embargo la evidencia de la persistencia viral en 

enfermedades respiratorias crónicas como EPOC, hacen necesario el estudio del fenómeno 

de coinfección en condiciones de persistencia del VSR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

Postulado 

 

 

 

 

“Algún ligando de HiNT en MP, se encuentra interferido”
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

Hipótesis  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La infección persistente de VSR en macrófagos, interfiere con receptores de adhesión de 

HiNT 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

Objetivos  

 

 

 

1. Determinar el o los mecanismos que afectan la captura de HiNT por macrófagos 

infectados persistentemente por VSR. 

 

 

 

2. Determinar si el factor (es) que interviene en la alteración del proceso de captura se 

encuentra (n) en el sobrenadante de los MP y actúa sobre  HiNT. 

 

 

 

3. Determinar si la persistencia viral modifica la expresión de receptores de HiNT. 

 

 

 

4. Determinar si ICAM-1 y PAF-r participan en el proceso de captura de HiNT a M 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Material y Métodos 

 

 

Virus y líneas celulares 

 

M 

P388D1 (ATCC TIB 63). Obtenida por Dwe y Potter, derivada de un neoplasma 

linfoide (P388) inducido en ratón DBA/2 (H-2
d
) con metilcolantreno (Bauer, Holmes et al. 

1986). Presenta características morfológicas y funcionales similares a las del macrófago. 

Esta línea se obtuvo de la ATCC donada a nuestro laboratorio por el Dr. A. Tingle 

(Universidad de Columbia Británica Vancouver Canadá) y utilizada para establecer  el 

cultivo persistente MP. 

 

 

MP. 

Línea de macrófagos persistentemente infectados con VSR cepa Long. El cultivo se 

estableció y caracterizó en el laboratorio de Virología (Sarmiento R. et al. 2002). El cultivo 

se obtuvo por infección de M a m.o.i.= 0.1 con VSR, las células que sobrevivieron se 

propagaron en medio RPMI/10% SFB y las células de este cultivo se mantuvieron a través 

de su propagación  dos veces por semana.  La presencia del virus se ha monitoreado en 

forma rutinaria por medio de la detección de proteínas virales en la célula con 

inmunofluorescencia indirecta, amplificación del gen que codifica para la proteína N del 

virus a través de la reacción en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa  (RT-

PCR) y por determinación de antígeno viral a través de citometría de flujo. 

 

 

Cuantificación y viabilidad celular 

 

            La viabilidad celular se determinó por exclusión de azul tripano.  La exclusión del 

colorante es característico de las células cuya membrana se conserva intacta, ya que el 

colorante  penetra en las células con daño en  membrana tornándose azules a estas células 



 

se les considera no viables (Payment P. & Trudel M., 1993). Para efectuar el conteo se 

adquirieron 20 l de la suspensión  celular y se le agregaron 20 l del colorante azul 

tripano la mezcla se montó en la cámara de Neubauer y se contaron los cuadrantes centrales 

de la cámara. 

               Células/ml = (número de células viables / 2 cuadrantes) * (20,000) 

 

 

 

Bacteria 

La cepa 2019 de HiNT  provista por el Dr. Michael Apicella (University of Iowa, 

College of Medicine, Department of Microbiology), es un aislado clínico obtenido de un 

paciente con EPOC [25]. Se propagó en agar chocolate con polienriquecimiento (ACHP) a 

37
o 

C en atmósfera de CO2 5% [25]. Los ensayos se realizaron con HiNT fijada con 1% de 

paraformaldehído en PBS. 

 

Bacteria Fijada 

Se obtuvo un cultivo con 24 hrs. de crecimiento de bacteria HiNT la bacteria se 

recuperó con lavados de PBS, suspensión se centrifugó y lavó con PBS y se fijó con 200 ml 

de PBS/paraformaldehído1%  por 30 minutos en baño  de agua a 37
o
 C y se lavó 3X con 

PBS 

 

Marcaje de HiNT  

 Las bacterias fijadas se resuspendieron en PBS y se marcaron con bromuro de 

etidio (BrEt) o isocianato de fluoresceína (FITC; por sus siglas en inglés) (ambas de 

sigma): ~1X10
9
 se incubaron en una solución (50 g BrEt ml

-1
 PBS) en baño maría (37 ºC; 



 

20 min); el reactivo FITC se utilizó a una concentración final de 0.2 g ml
-1

 PBS e 

incubados (a temperatura ambiente; 20 min) (Ahren, Williams et al. 2001) HiNT marcada 

(HiNT-BrEt or HiNT-FITC) se lavó tres veces con PBS por centrifugación (2,100  g; 3 

min) el número de bacterias total sé cuantificó por microscopía de forma directa. La 

densidad bacteriana se ajustó a ~4  10
8 

células ml
-1

 PBS y se distribuyó en alícuotas (8  

10
7  

HiNT en
 
200 l) que fueron almacenadas a -20 ºC (Ahren, Eriksson et al. 2003). 

 

 

 

 

 

Citometría de flujo 

 

Se adquirieron datos de 10,000 células a partir de las muestras  resuspendidas en un 

tubo para citometría con 150 l de PBS con 5X10
5
 M. La citometría de flujo se realizó a 

través del citómetro FACS; Vantage SE  (Becton Dickinson) y los datos se analizaron con 

el software WinMDI versión 2.8 (Scripps Research Institute, La Jolla, CA). 

 

 

 

 

Cinética de captura, adhesion e ingestión de HiNT. 

 

 

Se dispuso de MN y MP (3  10
6
 Mml

-1
 PBS) en tubos de plástico separados, 

las muestras se incubaron (4 ºC; 20 min) y se les adicionó HiNT-EtBr (15 bacterias por 

M)(Rampini, Selchow et al. 2008).  La mezcla resultante M– HiNT-BrEt de se distribuyó 

a una concentración de 3  10
5
 Mml

-1
 PBS en tubos individuales. Para los estudios de 



 

captura (incluye las bacterias adheridas e ingeridas por el M) y los estudios de ingestión, 

con excepción de la muestra control (t = 0) que se mantuvo a 4°C, todas las muestras se 

incubaron a 37°C,  de cada muestra se tomaron alícuotas que se removieron a distintos 

tiempos  (10, 15, 20, 30, 60, and 90 min) y se mantuvieron a 4 º. Cada mezcla de M–

HiNT-BrEt se lavó con PBS, centrifugó y fijó con paraformaldheido al 4% en PBS (a 

temperatura ambiente; 15 min). Las muestras fijadas se lavaron 2x en PBS por 

centrifugación cada pellet resultante se suspendió en 500 µl de PBS, almacenado en 

oscuridad a 4°C y analizados dentro de las siguientes 24 hrs por citometría de flujo. El 

índice de captura se calculó multiplicando el porcentaje  de M positivos para BrEt por la 

media de intensidad de fluorescencia (MIF) (Raza, Blackwell et al. 2000).  

 

 

 

La bacteria ingerida por los M se determinó por el “apagado” de la emisión 

extracelular de la fluorescencia emitida por HiNT-BrEt,  añadiendo 10 µl de solución 

crystal violeta (0.05 (w/v) % in PBS) por cada muestra de 500 l.  

 

La citometría de flujo se realizó conforme a lo reportado por Raza (Raza, Blackwell 

et al. 2000) utilizando una longitud de onda de emisión de 595 nm, en este rango la 

fluorescencia de las bacterias marcadas con BrEt adheridas a la superficie celular del Mse 

elimina, a este fenómeno se le denomina  “apagado” de fluorescencia (Raza, Blackwell et 

al. 2000). Se obtuvo un índice de ingestión en el que se valoró tanto el porcentaje de células 

con bacteria como la cantidad de bacterias de ingestión se calculó multiplicando el 



 

porcentaje de M positivos para BrEt por la media de intensidad de fluorescencia (MIF) 

después de añadir la solución de cristal violeta. 

 

Los ensayos de la cinética de adhesión se llevaron a cabo a 15°C, con el fin de 

evitar la fagocitosis obteniendo muestras a los tiempos 0, 30, y 90 minutos de incubación, a 

esta temperatura , el proceso de ingestión se inhibe (Chow, Downey et al. 2004).  

 

 

 

 

 

Inhibición de receptores beta glucano de M 

 

Se dispuso de MN y MP (5  10
5
 Mml

-1
 RPMI ) en cajas de seis pozos y se 

trataron con con 1.6 g/ml de laminarina durante 30 minutos (37°C en atmosfera CO2 al 

5%), posteriormente las muestras se mantuvieron a 4 ºC durante 20 min y se les adicionó  

HiNT-FITC (15 bacterias por célula), las cajas se  centrifugaron a 1200 g a 4°C durante 

cinco minutos para optimizar la interacción HiNT-Mlas células se mantuvieron a 4 

grados 10 minutos adicionales y posteriormente se llevaron a temperatura ambiente 5 

minutos, las células se  incubaron por 90 minutos a 37°C en atmosfera CO2 al 5%, las 

células se lavaron  tres veces con PBS y se analizaron por citometría de flujo. 

 

 

 



 

Microscopía confocal 

 

Se dispuso de MN y MP (5  10
4
 Mml

-1
 RPMI) en porta objetos de  8 pozos  

para  microscopia (NUNC) las muestras se mantuvieron a 4 ºC durante 20 min y se les 

adicionó  HiNT-FITC (15 bacterias por célula), las cajas se  centrifugaron a 1200 g a 4°C 

durante cinco minutos para optimizar la interacción HiNT-Mlas células se mantuvieron a 

4 ºC 10 minutos adicionales y posteriormente se llevaron a temperatura ambiente 5 

minutos, las células se  incubaron por 90 minutos a 37°C en atmosfera CO2 al 5%, se 

lavaron  tres veces con PBS, se fijaron con paraformaldehido al 2%  y se lavaron con PBS, 

finalmente las muestras se cubrieron con medio de montaje para fluorescencia  

vectashield/DAPI (Vector Labs) y las muestras se analizaron por microscopía confocal 

(Olympus FV1000). 

 

 

Efecto del medio condicionado de M  sobre la captura de HiNT 

 

Se incubaron 3  10
7
 HiNT-FITC con 1 ml del sobrenadante de 1  10

6
 MN o 

MP a 37 durante 24 h (medio condicionado) por 3 hrs a 37; las bacterias se lavaron tres 

veces con PBS por centrifugación. Cada preparación de bacterias se agregó a muestras 

individuales de Ma un multiplicidad de ~15 bacterias por M; las mezclas se 

mantuvieron a 4º C durante 20 min posteriormente se trasladaron a temperatura ambiente 

durante 5 minutos posteriormente se incubaron a 37ºC  durante 90 min en atmósfera de 



 

CO2  5%. Se determinó el índice de captura de  HiNT-FITC por los macrófagos con el 

método descrito previamente. 

 

 

 

 

 

Extracción de RNA y transcripción reversa 

 

 

Se extrajo el RNA total (1g) de MN o MP utilizando el kit de extracción 

RNeasy mini kit (Qiagen Science) de acuerdo a las instrucciones del proveedor. 

Brevemente:1 x 107 células se trataron con 2 ml de  buffer de lisis RLT y se homogenizo 

en vortex 30 segundos, posteriormente se  agregaron 4 ml de etanol al 70%, la mezcla se 

dispuso en la columna mini spin RNeasy la cual se centrifugo durante un minuto a 8000 g, 

a la columna se le agregaron 5 ml de solución de lavado y se centrifugó (1min; 8000g) 

repitiéndose la operación 3X  finalmente la columna se transfirió a un tubo colector se 

eluyó con 150 l de agua libre de RNasas.  La transcripción reversa se realizó utilizando el 

kit Omniscript RT Kit (Qiagen Science), se utilizó buffer RT 1X, mezcla de 5 mM dNTP, 

inhibidor de RNasa (10 unidades/ l
-1

) y transcriptasa reversa (4 unidades); el volumen 

total de la reacción fue de 20 μl; para la síntesis de RNA se utilizaron reactivos Clontech 

(Clontech USA) y se siguieron las especificaciones técnicas del fabricante. 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Establecimiento de las condiciones óptimas de RT-PCR  

 

En una primera amplificación se obtuvo el fragmento de RNAm de ICAM-1 esperado de 

421pb con los primers 5´-CCTCGACCCATGTGATCTTT-3´ sentido y 5´-

CTGGCTGTCACAGAACAGGA-3´antisentido, con una temperatura de alineamiento de 

60°C durante 35 ciclos. Sin embargo, se decidió evaluar diferentes números de ciclos para 

evitar un error de interpretación debido a una posible saturación. Para las reacciones de 

PCR se utilizó el kit de Platinum® Taq (Invitrogen, 1X buffer de PCR, 0.2 mM mezcla de 

dNTPs, 1.5 mM MgCl2, 0.2M de cada oligo y 1 unidad de Taq). Las condiciones de 

amplificación fueron las siguientes: 95°C durante 3 minutos; seguidos de 95°C por 30 

segundos, 60°C por 30 segundos y 72°C por 30 segundos durante n número de ciclos; y 

72°C durante 5 minutos. Los ciclos evaluados fueron 24, 27, 30, 33 y 36. Los productos de 

PCR se visualizaron en un gel de agarosa 1% teñido con bromuro de etidio (supl. 5).  

 

 

En los M normales se observa amplificación al utilizar 27 ciclos, sin embargo, en los 

persistentes la señal es muy baja. A 36 ciclos no se observan diferencias entre los 

macrófagos, posiblemente debido a una saturación por exceso de ciclos. Partiendo de estos 

resultados se decidió utilizar 30 ciclos durante las amplificaciones siguientes. 

 

 

 

 



 

RT-PCR punto final  

 

De acuerdo a las condiciones establecidas previamente se realizaron las amplificaciones a 

partir de las muestras de los macrófagos, cada muestra se evaluó en tres replicas 

independientes. Además, como control de carga se amplificó un fragmento de ≈ 150pb del 

gen de GAPDH utilizando los primers 5'-CATTGTGGAAGGGCTCATGA-3'; sentido y 3'-

GGAAGGCCATGCCAGTGAGC-5' antisentido cuyas condiciones de amplificación 

(55°C, 28 ciclos) fueron establecidas previamente en el laboratorio. La densitometría de los 

productos de PCR visualizados en un gel de agarosa al 1.2%, se realizó utilizando el 

software Quantity One (BioRad). 

 

 

 RT-PCR tiempo real 

 

Se utilizaron oligos para la RT-PCR tiempo real reportados previamente (33). Se 

obtuvo un segmento mRNA de ICAM-1  (326- pb); utilizando oligos sentido, 5'-

TGCGTTTTGGAGCTAGCGGACCA-3' y antisentido 3'-

CGAGGACCATACAGCACGTGCCA-5'. Como control de normalización se determinó el 

mRNAde-actina  utilizando los oligos sentido 5'- 

TGGAATCCTGTGGCATCCATGAAAC-3' y  anti-sentido, 5'-

TAAAACGCAGCTCAGTAACAGTCC-3'  con los que se obtuvo un segmento de 189 pb 

las muestras se corrieron durante 40 ciclos (30 s a 95 ºC; 30 s a 62 ºC; and 30 s a 72 ºC) en 

el sistema Step one Real Time PCR (Applied Biosystems). El RT-PCR tiempo real para la 



 

expresión de los transcritos se realizó utilizando Fast SYBR Green Master 

Mix (Invitrogen). La mezcla maestra de PCR se preparó combinando oligos para ICAM-1 o 

β-actin (0.5 or 1 μl, respectivamente), cDNA (0.5 μl), y SYBR Green Master Mix (3 μl) en 

un volumen  final  de 10 μl. La mezcla de PCR se dispuso en placas de PCR de 48 pozos: 

40 ciclos (20 s a 95 °C, 30 s a 95 °C, 30 s a 62 °C).  Se realizaron triplicados por cada 

muestra. Los valores de la expresión genética se normalizaron con los transcritos de β-

actina. 

 

 

 

Determinación de niveles de ICAM-1 y PAF-r por inmunodetección tipo western blot 

Extracción proteína total 

 

La extracción se realizó utilizando 7X10
6
 células obtenidas de cajas de 10 cm. Una vez 

retirado el medio, las células fueron lavadas con PBS, despegadas, transferidas a tubos de 

15 ml (5 ml) y centrifugadas 10 min a 1500 rpm. . Para favorecer la extracción, se sonicó 

dando 5 pulsos a baja intensidad (1.5) y luego se incubó durante 30 minutos en hielo, 

agitando por vortex (30 segundos) cada 5 minutos. Posteriormente, las pastillas se 

resuspendieron en 320l de buffer de extracción, previamente adicionado con 0.5 µg/ml de 

inhibidores de proteasas (Roche), el volumen final fue transferido a tubos de 

microcentrífuga. El buffer de extracción forma parte del kit de aislamiento y purificación de 

proteínas de superficie (Pinpoint Cell Surface Isolation kit) de Pierce. Finalmente se 



 

centrifugó a 12 000 rpm durante 5 minutos y se colectó la fracción proteica del 

sobrenadante. 

  

 

 

 

Cuantificación de proteína 

 

La determinación de proteína total se realizó de acuerdo al método de Bradford (Bradford 

1976), utilizando el reactivo comercial de BioRad, el método consiste en medir la 

absorbancia a 595 nm que se presenta por la unión del azul de Coomassie a las proteínas, en un 

espectrofotómetro (Beckman Coulter). Se realizaron curvas de calibración con estándares de 

albúmina de suero bovino. Tanto las muestras como los estándares se prepararon por triplicado.  

 

 

 

SDS-electroforesis 

 

La separación de las proteínas se realizó en condiciones desnaturalizantes empleando geles 

de acrilamida al 10%, de acuerdo al método reportado por Laemmli (Laemmli 1970). Para 

la separación se utilizó el sistema Mini Protean III (BioRad).  Después de la 

desnaturalización por calor (5 minutos a 95°C) se cargaron 30g de proteína total de 

muestra por pozo. El estándar preteñido utilizado fue de Invitrogen con un rango de peso 

molecular de 10 a 220 kDa. Una vez separadas las proteínas fueron electrotransferidas a 



 

memebranas de PVDF Hybond (Amersham) utilizando un módulo de transferencia 

semihúmeda Trans blot SD (BioRad) y un voltaje de 10V durante 35 minutos. La 

membrana se bloqueó por 2h a temperatura ambiente con TBS/Tween-20  0.05%/leche 

descremada 8%. Para la detección de ICAM-1 se incubo la membrana con un anticuerpo 

policlonal específico (Santa Cruz) a una dilución 1:200 en TBS /Tween-20 0.05%/leche 

descremada 2.5% con agitación suave durante toda la noche para la detección de PAF-r se 

utilizó anti PAF-R polyclonal M-16 y el procedimiento anterior. La detección del antígeno-

anticuerpo unido se realizó incubando con un segundo anticuerpo conjugado de anti IgG de 

cabra-HRP (Zymed) a una dilución de 1:200 durante 2 hr temperatura ambiente. Para 

revelar se utilizó como sustrato diaminobencidina (DAB) (sigma) preparado al 10% en 

PBS. La figura corresponde a los carriles cargados con 30 g de proteína. Las proteínas 

también se detectaron por el método de quimioluminiscencia a partir del sustrato 

SuperSignal West Dura Extended Duration substrate (Pierce Thermo scientific); se utilizó 

una dilución 1:2500 % del anticuerpo secundario en TBS /Tween-20 0.05%/leche 

descremada 2.5y se normalizó con GAPDH. El análisis densitométrico se realizó con el 

paquete informático Quantity one v. 4.3.1. 

 

 

Expresión de ICAM-1 en superficie celular de M





La presencia de ICAM-1 en la superficie de M y MP se detectó utilizando anti ICAM-

1. M o MP (5  10
5
 in 1 ml PBS) se lavaron y bloquearon incubando (37

 
ºC; 2h) con 1 

ml de RPMI con 50% de suero fetal bovino  (SFB) se lavó y sincronizó (ver sección de 

cinética). Se trataron M o MP con 100 l de (mAb) anti-CD54 (ICAM-1) 3E2 



 

conjugado con PE o mAb isotipo IgG1 de hamster conjugado con PE como control (BD 

Biosciences Pharmingen) diluidos 1:200 in PBS. Cada mezcla se incubó en medio (4
 
ºC; 2 

h). Después de lavar en PBS, los M se fijaron con 4% de paraformaldheido en PBS 

(temperatura ambiente; 15 min) y lavados dos veces con PBS; cada pellet se resuspendió en 

500 ml de PBS y almacenó (4
 
ºC) en oscuridad; las muestras se analizaron dentro de las 

siguientes 24 hrs por citometría de flujo. 

 

 

 

Bloqueo de ICAM-1 de membrana en M  

 

Después de lavar dos veces M o MP (5  10
5
) con PBS, se suspendieron en 1 ml de 

RPMI conteniendo 50% de SFB; los M se sincronizaron (ver sección de cinética). Para 

bloquear la adherencia de HiNT a la membrana del Mpor efecto de ICAM-1 las células se 

trataron  con 100 l de mAb 3E2 anti-CD54 (ICAM-1), diluido 1:10 en medio y se incubó 

a 4 ºC por 12 hrs, después de lavar dos veces se agregó HiNT-FITC a los M o M (50 

bacterias/M). Con el fin de evitar la fagocitosis de complejos antígeno anticuerpo, la 

incubación se mantuvo a 4 ºC toda la noche, los Mse lavaron 2 veces, se fijaron y 

analizaron por citometría de flujo. 

 

 

 

 



 

Análisis estadístico 

El análisis estadístico de los ensayos entre MP and MN se realizó con la prueba no 

paramétrica U de Mann-Whitney (Conover 1999). Los valores obtenidos en los ensayos se 

agruparon y  los grupos se compararon. Los valores de P <0.05 se consideraron con 

significancia estadística 

 

 

Resultados 

 

La persistencia del VSR reduce la captura de HiNT 

 

Los datos de los experimentos de captura e ingestión de HiNT por los macrófagos, 

obtenidos por citometría de flujo utilizando muestras tratadas con cristal violeta “apagadas” 

(el cristal violeta apaga la fluorescencia emitida por la bacteria extracelular) y sin tratar con 

cristal violeta  “no apagadas”, evidenciaron que los MN capturan e ingieren un porcentaje 

mayor de HiNT con respecto a los MP: ~52%, ~85%, respectivamente (Fig. 1a y b). 

Nuestros resultados son consistentes con los reportados para la línea celular monocítica 

humana THP-1, en la que se determinó que la infección aguda por RSV produce una 

reducción tanto en la adhesión como en la ingestión de HiNT en comparación con las 

células no infectadas (30). En el mismo experimento se observó una disminución en el 

porcentaje de células infectadas por el virus en el cultivo MP con respecto al mismo 

tratado cultivo con cristal violeta.  



 

Fig.1 Citometría de captura e ingestión de HiNT, marcada con BrEt, por macrófagos sin 

infectar (MN o macrófagos infectados en forma persistente (MP.  

Después de incubar (37 ºC; 90 min), los M-HiNT se analizaron por citometría de flujo. La 

bacteria ingerida (paneles a la derecha) se diferenciaron de las bacterias capturadas (que 

incluyen tanto las adheridas como las ingeridas; paneles de la izquierda) por el uso de 

cristal violeta para apagar la fluorescencia de la bacteria marcada adherida a los a) MN o 

b) MP. Los datos son representativos de un mínimo de tres experimentos independientes. 



 

El medio condicionado de los MP no altera la captura de HiNT 

 

Con el fin de determinar si factores solubles presentes en el sobrenadante de los M  

(medio condicionado) eran capaces de interferir directamente en  la adhesión de HiNT a los 

MN, HiNT se incubó con el medio condicionado de MN o MP durante tres horas, las 

bacterias se recuperaron por centrifugación, se les agregó medio fresco se incubaron con 

MN y se realizaron ensayos de captura; no se encontraron diferencias en la captura de 

HiNT por los macrófagos MN previo tratamiento de HiNT con medio condicionado de 

MN o MP  como lo muestra la figura 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.2. Efecto de factores solubles del medio condicionado de MN o MP en la captura de 

HiNT.   Ensayos de capturade HiNT marcados con FITC por citometría de flujo en Mincubados 

previamente con medio condicionado (37 ºC; 24 h) de Mhistograma vacíoMP (histograma relleno), o 

Mcontrol (histograma grisdurante(37 ºC; 3 h). Los datos son representativos de por lo menos tres 

experimentos independientes. 

 



 

Cinética de captura, adhesion e ingestión de HiNT. 

 

Se dio seguimiento a los procesos de captura, adhesión e ingestión de la bacteria por los M 

considerando  los siguientes tiempos: 10, 20, 30, 60 y 90 minutos, se observó un 

incremento continuo y progresivo en las cinéticas correspondientes a los tres procesos, 

tanto en MN como en MP (Fig. 3). La relación de los índices de adhesión e ingestión en 

los puntos finales de la cinética (MN/MP) disminuyeron 3.2-veces (captura); 1.7- veces 

(adhesión) y 11.2- veces (ingestión) (Fig. 3a, b, and c, respectivamente). 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

Fig.3 cinética de captura, adhesión e ingestión de HiNT por Mo MP 

Captura e ingestión de HiNT por MN y MP se determinaron a 37 ºC; adhesión de HiNT por MN y MP a 

15 ºC. Las determinaciones se hicieron con HiNT-EtBr como en la figura 1. Los índices (valores arbitrarios) 

como de describe en la metodología. a) captura a 37 ºC; b) ingestión a 37 ºC;  c). adhesión at 15 ºC. MN (■–

■) y MP (▲--▲). Los datos son representativos de tres experimentos independientes. 

 

 

 



 

La laminarina  disminuye  la capacidad para capturar HiNT  de  los M. 

 

con el fin de confirmar la disminución de la capacidad de adhesión de los MP se bloqueó 

la internalización de HiNT a macrófagos mediada por dectina-1. Se ha documentado que  el 

receptor de beta glucano dectina-1 participa  en la internalización de HiNT a monocitos 

humanos (Ahren, Williams et al. 2001), por lo que se evaluó el efecto del  bloqueo de estos 

receptores utilizando al polisacárido (1→3)-β-D-glucano (laminarina), los datos obtenidos 

son consistentes con los reportados para monocitos y células epiteliales de origen humano 

ya que la laminarina tuvo un efecto de disminución de la capacidad de captura de los 

MMFIy MP (MF1; 75) (figura 4a, b); adicionalmente se encontró que  al 

comparar la capacidad de captura entre My MP previamente tratados con laminarina,  

los M(MFI;43) mantuvieron una capacidad de captura comparativamente mayor 

(48.4%) a la de losMP (MFI; 22)  (figura 4a, b). 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

    Figura 4. Capacidad de captura en condiciones de inhibición de la fagocitosis de  HiNT por 

bloqueo de dectina-1.  MN y MP  se  incubaron con HiNT-FITC (UFC 15/cell) a  370C por 90 min,  se 

utilizó laminarina (16mg/ml) para evitar la fagocitosis de HiNT. Las muestras se analizaron por citometría de 

flujo.  a)  Histograma de MN tratados con laminarina (MN Lam) y su control MN no tratados (MN NT). 

b)  (MP NT) y (MP Lam)  y su control no tratados (MP NT). 

 

 

La persistencia del VSR regula negativamente la síntesis del ARNm de ICAM-1 

 

La reducción en la adhesión de HiNT a MP podría estar asociada a una baja 

expresión de los ligandos que unen a la bacteria en los MP. La molécula de adhesión 

intercelular ICAM-1 es un buen candidato como un ligando debido a que se reconoce su 



 

participación en la adhesión de HiNT a células epiteliales del tracto respiratorio; en dichas 

células, el virus regula la expresión ICAM-1 (22). Por lo que para sustentar la hipótesis de 

que la persistencia del VSR puede regular negativamente la expresión de ICAM-1 en  MP 

se determinó la expresión del ARNm de ICAM-1 a través de  RT-PCR punto final y tiempo 

real, resultando un decremento del RNA mensajero de ICAM-1 de los MP con respecto a 

los MN. (Fig. 4a and b). 

 

 

Fig. 4. Niveles de expresión de  ARNm de ICAM-1 en MN o MP. a) Electroforesis de 

productos de RT-PCR en gel de agarosa/BrEt (1.2%). Se utilizaron oligos para el gene ICAM-1 en  MP o 

MN para sintetizar y amplificar un segmento por PCR. Se amplificó un segmento de GAPDH como control 

interno. Se utilizaron tres pases de MyMP (68, 72 and 81). b) PCR-RT tiempo real; se observa 

disminución en la expresión de MP con respecto a los MN. la fluorescencia relativa de cada ARNm 

cuantificado como 2
-ΔΔCT

 se normalizó con -actin. Los datos son representativos de por lo menos tres 

experimentos independientes. 



 

La persistencia del VSR reduce la síntesis de la proteína ICAM-1 y su expresión en 

la superficie celular  

La persistencia del VSR redujo la síntesis de ARNm, lo que sugería que la síntesis proteica 

y su expresión en la superficie del MP deberían estar reducidas. En los ensayos de western 

blot se observó una disminución en la síntesis total de ICAM-1 in MP con respecto a los 

M (Fig. 5a and 5b). Se realizaron  experimentos de citomería de flujo para determinar si 

la disminución en la síntesis proteica se relacionaba con una menor expresión de esta 

proteína a nivel de la membrana del M, se encontró una media de intensidad de 

fluorescencia (concentración de proteína) menor para los MP en comparación con los 

MN; MIF:20 y MIF:100, respectivamente (Fig. 5c). 



 

 

Fig.5. Expresión de ICAM-1 en MN y MP. Ensayo de western blot de los extractos de proteína 

total de ICAM-1 MP o MN; el control de carga fue GAPDH y se utilizaron 3 pases distintos de MP y 

MN ; b) abundancia relativa de proteína ICAM-1. Las densidades de las bandas amplificadas se expresan 

como veces de incremento con respecto a GAPDH; c) determinación de ICAM-1 por citometría de flujo en la 

superficie celular de MP (línea gris) o MN (línea negra) utilizando anti-ICAM-1 o IgG1, el control de 

isotipo (histograma relleno). Los datos son representativos de un mínimo tres experimentos independientes (*: 

P 0.05). 

 

 

 

 

 



 

El bloqueo de ICAM-1 en superficie con Anti-ICAM-1 reduce la adhesión de HiNT al M

La intensidad de fluorescencia de HiNT disminuyó 10 veces por el bloqueo con anti 

ICAM-1 con respecto al control de isotipo; sin embargo la fluorescencia no se eliminó, 

sugiriendo que los MN poseen otros receptores que unen a la bacteria (Fig. 6a). Las 

diferencias en la unión de HiNT a MP por bloqueo con anti-ICAM-1 y el control de 

isotipo fueron mínimas (Fig. 6b), por lo que la disminución en la adhesión de HiNT fue 

menor que para los MN, esta observación es consistente con la reducción en la expresión  

de ICAM-1 en los M infectados en forma persistente. 

Fig. 6 Efecto en la adhesión de HiNT por el bloqueo específico de ICAM-1 en la superficie del 

M 

Determinación de la adhesión de HiNT-FITC por citometría de flujo por los (a) MN y (b) MP previo 

bloqueo de ICAM-1 expresado en la superficie del M con Acm anti-ICAM-1 o IgG1 como control de isotipo 



 

(*: media de intensidad de fluorescencia). Los datos son representativos de un mínimo de tres experimentos 

independientes. 

 

 

Figuras suplementarias 

 

Confirmación de la persistencia del VSR en  la línea celular p388d1.  

 

La presencia del RSV en los MP fue monitoreada tanto por citometría de flujo, como por 

inmunofluorescencia directa, se utilizó una mezcla de anticuerpos monoclonales murinos 

anti-RSV fluoresceinados (DAKO #K6102) a una dilución 7:100, los resultados reflejan la 

presencia del antígeno viral en alrededor del 85% de los MP (Supl. 1). 



 

 

 

Suplementaria 1: Población utilizada en el estudio. Arriba se muestra la población elegida 

por tamaño y granularidad para MN (izquierda) y MP (derecha). Abajo se muestra el 

porcentaje de células positivas para RSV contra un canal  autoflorecencia  del canal FL-2. 

 



 

Visualización de la disminución de la capacidad de captura de HiNT por M  

Con el  fin de obtener una imagen representativa de la disminución de la capacidad de 

captura de los MP  con respecto a los MN, se obtuvieron fotografías por microscopía 

confocal de MN y MP cultivados monocapa con HiNT-FITC durante 90 minutos 

resultando evidente la mayor capacidad de captura por los MN (supl. izquierda) con 

respecto a los MP (supl. derecha). 

            MN                     MP  

   

Suplementaria 2. Microscopía confocal de MN (izquierda) y MP (derecha) infectados 

con HiNT marcados con FITC (verde), los núcleos se  marcaron con DAPI (azul). 

 

 

 

 



 

 

Comparativo de los niveles de expresión del mensajero de PAF-r e ICAM-1 

PAF-r e ICAM-1 son ligandos de HiNT y ambos se expresan en Msin embargo no se 

observaron diferencias entre los cultivos MN y MP en la expresión del mensajero de 

PAF-r, en contraste la expresión del mensajero de ICAM-1en los mismos pases disminuyó 

de manera significativa (supl. 4). 

  

 

 

Suplementaria 4. Niveles de expresión de  ARNm de ICAM-1 y PAFr en MN o MP. a) 

Electroforesis de productos de RT-PCR en gel de agarosa/BrEt (1.2%). Se utilizaron oligos para el gene 

ICAM-1 y PAFr en  MP o MN para sintetizar y amplificar  los segmento correspondientes por PCR. Se 

amplificó un segmento de GAPDH como control interno. Se utilizaron tres pases de MyMP (68, 72 and 

81). b) Densitometría comparativa utilizando GAPDH como control interno. 

 

  

 



 

La persistencia del VSR  no influyó en la síntesis de ARNm de PAF-r, lo que sugería que la 

síntesis proteica para este receptor debería mantenerse sin cambio; sin embargo el western 

blot mostró una desregulación dispar a nivel proteico, así como dos bandas claramente 

definidas sin patrón de expresión definido aparente (Suplementaria 3) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Suplementaria 5.  Expresión de PAF-r en MN y MP. Ensayo de western blot de los extractos de proteína 

total de PAF-r de MP o MN.  PM peso molecular  

 

 

 

 

 

 

 

Suplementaria. Cinética de estandarización de las condiciones de PCR. Niveles de expresión de  

ARNm de ICAM-1 se  indica el número de ciclos paradeterminar el punto óptimo  de medición y el 

punto de saturación saturación. 
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.Consideraciones finales y discusión  

 

 

La línea de investigación del laboratorio se enfoca en el estudio del efecto de la 

persistencia del VSR en las funciones del M utilizando un modelo de macrófagos 

murinos. El laboratorio cuenta con antecedentes solidos con respecto a la fagocitosis  

mediada por receptores Fc- cuya expresión en los MP aumenta con respecto a los MN, 

junto con la capacidad del macrófago para internalizar eritrocitos opsonizados  (Guerrero-

Plata, Ortega et al. 2001); pero no se tenían antecedentes sobre  el efecto de la persistencia 

viral en la fagocitosis mediada  por las vías no opsónicas. En el proceso de la fagocitosis, la 

adhesión o interacción inicial ligando-receptor celular es determinante de la vía de entrada, 

tránsito y destino de la partícula (Underhill, and Ozinsky. 2002). El proceso de adhesión 

también tiene efecto en la producción de citosinas, en la viabilidad celular, en el repertorio 

de moléculas que se expresan en la superficie así como su localización en la membrana 

(Frankenberg, Kirschnek et al. 2008), Entre los receptores celulares involucrados en la 

fagocitosis, se pueden reconocer los que inducen la polimerización de actina y la 

internalización de la partícula y los que solo funcionan como ligando o molécula de anclaje 

que optimizan la capacidad de captura del macrófago sin la participación de señales de 

internalización (Underhill, and Ozinsky. 2002). El efecto de la persistencia viral en los 

macrófagos sobre la expresión de estos receptores podría interferir directamente en el 

proceso de la fagocitosis y consecuentemente comprometer la capacidad del macrófago 

para eliminar agentes patógenos secundarios como bacterias.  La infección por VSR se ha 

asociado a infecciones secundarias de HiNT, los pacientes con EPOC sufren de  

exacerbaciones asociadas a HiNT y la persistencia del virus se ha sugerido en pacientes con 



 

EPOC ya que se puede detectar genoma viral continuamente durante los periodos estables 

de la enfermedad (Seemungal, and Wedzicha 2003). En el modelo de persistencia de VSR 

en macrófagos observamos una disminución generalizada de las capacidades fagocíticas del 

macrófago sobre HiNT, que incluyeron la captura (adhesión e ingestión), producción de 

óxido nítrico y capacidad bactericida (Tabla2). Estos datos sugieren una posible correlación 

con antecedentes de datos obtenidos de macrófagos en pacientes con EPOC (Taylor, 

Finney-Hayward et al. 2010). Nuestros resultados indican que la infección del M por VSR 

disminuye la capacidad de los MP para capturar HiNT (Figs. 1 y 3). La capacidad de 

captura incluye tanto a las bacterias que están adheridas como a las ingeridas, la 

reproducibilidad de los experimentos de captura que incluye  la adhesión e ingestión de 

bacterias por los M se logró con la sincronización por temperatura del momento inicial de 

la fagocitosis (ver material y métodos), esto permitió dar seguimiento al proceso de captura 

durante 90 min a través de una cinética (fig 3). La disminución de la capacidad de captura 

en los MP (fig. 1 y 3) se podría explicar por una menor capacidad de adhesión, que a su 

vez afectara al proceso de ingestión,  por lo que se decidió evaluar la capacidad de adhesión 

de  HiNT de manera independiente del proceso de ingestión, inhibiendo la internalización 

de la bacteria por temperatura a 15°C (figura 3c) o por bloqueo de dectina-1, que se reporta 

como un receptor cuya señalización es necesaria  para la internalización de HiNT (figura 

4). En ambos casos la capacidad de adhesión de HiNT en MP disminuyó 

significativamente. Estos datos implican que la adhesión de la bacteria a su ligando se 

interfiere por efecto de la persistencia de VSR en el macrófago. Se evaluó la  posibilidad de 

que la interferencia del ligando podría estar mediada  por factores solubles que impidieran 

la asociación de la bacteria con sus posibles receptores en el macrófago; sin embargo esto 



 

se descartó debido a que no se encontraron diferencias en la captura de bacteria tratada con 

medio condicionado por los MN (fig 2), por lo que se decidió evaluar si había algún 

ligando de HiNT desregulado en los MP. Entre los receptores repotados como ligandos de 

HiNT se encontró que  ICAM-1 y PAF-r  se expresan también en macrófagos. La infección 

aguda por VSR sobre regula la expresión de ICAM-1 y PAF-r en células epiteliales 

humanas, (Jiang, Nagata et al. 1999; Avadhanula, Rodriguez et al. 2006) y células del 

endotelio pulmonar (Arnold and Konig 2005). HiNT aumenta su adhesión a las células 

infectadas de manera aguda por VSR por efecto del aumento de ICAM-1 y PAF-r. En el 

mismo trabajo Avadanula et al mencionan que la desregulación de estas moléculas es 

dependiente del tipo celular como del agente viral involucrado (Avadhanula, Rodriguez et 

al. 2006). En contraste,  Raza et al. observaron que la infección aguda por VSR reduce la 

adhesión en una línea celular monocítica (El Ahmer, Raza et al. 1999). Nosotros 

encontramos que la expresión de ICAM-1  en MP  disminuye con respecto a los MN a 

nivel de proteína y mensajero y que la expresión de PAF-r a nivel de proteína se encuentra 

desregulada. Nuestros datos obtenidos de una  línea celular de origen monocítico indican 

que los MP tienen menor capacidad para adherir HiNT en condiciones de infección en 

concordancia con lo reportado por Raza et al.  

La regulación negativa a nivel de proteína de ICAM-1 ocurre a nivel trascripcional, 

ya que la síntesis de ARNm de ICAM-1 se redujo en magnitudes similares (Fig. 4 y 5). 

Estos resultados sugieren que la diferencia entre las capacidades de adhesión entre los MP 

y MN fueron resultado directo de la disminución de ICAM-1 en los MP; esto se 

comprobó con el bloqueo de esta molécula con anticuepos en MP y MN, en los MN se 

observó una disminución significativa en su capacidad de captura; sin embargo esta no se 



 

redujo completamente (fig. 6a); para el caso de los MP el bloqueo de ICAM-1 no tuvo 

efectos en su capacidad para capturar  HiNT (fig. 6b); por lo que se infiere que ICAM-1 no 

es la única proteína de superficie que funciona como receptor de HiNT; pero su diminución 

en los MP explica la menor capacidad de adhesión de los MP con respecto a los MN. 

La deficiencia en actividades principales del macrófago como la fagocitosis en el 

contexto de enfermedades respiratorias crónicas como EPOC por efecto de la persistencia 

viral, podría estimular las infecciones recurrentes por HiNT agudizando y/o prolongando 

los síntomas de estas patologías. Estos resultados pueden también ayudar a entender 

observaciones realizadas con  macrófagos de pacientes con padecimiento de EPOC,  los 

macrófagos de estos pacientes tienen una menor capacidad bactericida que los macrófagos 

obtenidos de pacientes normales (Taylor, Finney-Hayward et al. 2010); por otro lado 

ICAM-1 es una molécula que participa en la sinapsis inmunológica, por lo que la 

disminución de su efectividad en la presentación de antígeno podría comprometer la 

actividad de la células T. La disminución de ICAM-1 como mecanismo de evasión del 

sistema inmune podría permitir la permanencia del virus en su hospedero como es el caso 

del virus linfotrópico de células T-1  (HTLV-1) que a través de su proteína p21 regula 

negativamente ICAM-1 impidiendo la adhesión eficiente de NK con lo que evitan su 

actividad citotóxica (Banerjee, Feuer et al. 2007), en modelos murinos de persistencia de 

RSV la presencia viral puede ser detectada más de 100 días posteriores a  la infección; no 

obstante la actividad de células T CD8 citotóxicas se mantiene intacta (Schwarze, 

O'Donnell et al. 2004). Sería relevante determinar si la desregulación de ICAM-1 tiene 

alguna participación en la capacidad del VSR para evadir al sistema inmune en infecciones 

persistentes. 
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MATERIAL Y REACTIVOS. 

 

Medios y suplementos para cultivo 

 D-MEM (GIBCO 12100-046) 

            RPMI 1640 (GIBCO 23400-021) 

 Medio de Cultivo para las Células  P388D1 (RPMI 1640-ME). 

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

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

 Medio de cultivo para las células VERO. 

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

sodio, 1% de L-glutamina. 

Medio de cultivo para Haemophilus influenzae 

Base agar sangre  

Infusión cerebro corazón (BIXON 4029069) 

 

 

 Agregados. 

Suero fetal bovino (GIBCO-BRL 10437-028) 

Hepes (SIGMA H-0763) 

Bicarbonato de sodio (PRODUCTOS QUÍMICOS MONTERREY 1290)  

2- Mercaptoetanol (BIO-RAD 161-0710) 

L-Glutamina (SIGMA G-1517) 

Polienriquecimiento liofilizado (BIXON 211665) 

Agar Indubiosa A-37 (Biosepra, UK) 

  Sangre de carnero desfibrinada  

   



 

 

 

Reactivos y Soluciones 
 

 NaCl (MERCK 6404) 

 NaSO4·7H2O (MERCK 6649)  

 NaH2PO4  (J.T. BAKER 790) 

 MgSO4 (J.T. BAKER 2500) 

 NaOH (MERCK 6498) 

 NaNO2  (Productos químicos de Monterrey 44901) 

 NED (SIGMA N-9125) 

 Cristal violeta (SIGMA C0775) 

 SDS  

 Bromuro de etidio (SIGMA E7637)  

 FITC (SIGMA 3326) 

 Sulfato de Gentamicina (SON´S 87882) 

 Azul Tripano (SIGMA T5526) 

 Albúmina Sérica Bovina (SIGMA A-3350) 

 Tripsina (SIGMA 1989) 

 Paraformaldehído (SIGMA P6148) 

 Dimetilsulfóxido (J.T. BAKER 9224) 

 PBS 

NaCl            8.0 gr 

KCl              0.2 gr 

Na2HPO4        0.96 gr 

KH2PO4       0.2 gr 

Se afora a 1 litro, se ajusta el pH a 7.4 y se esteriliza por autoclave. 

 Solución de Albúmina al 1% en PBS 

  1 gr de Albúmina Sérica Bovina en 100ml de PBS 

 

 

 

 

 

 



 

Anticuerpos y conjugados. 

 

 Kit Anti-VSR conjugado con FITC (DAKO K6102) 

 Anti ICAM-1 policlonal de cabra (Santa Cruz SC1511)  

 Anti ICAM-1 monoclonal-PE de hámster (BD Biosciences 553253) 

 Anti igG Isotype monoclonal-PE de hámster (BD Biosciences 553972) 

 Anti GAPDH policlonal de cabra (Santa Cruz  SC20357) 

  Anti PAF-R polyclonal M-16 (Santa Cruz sc-8744) 

 

 

 

 

Material Desechable 

 

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

 Botellas para cultivo celular de 80 cm2 (NUNC, Roskilde Denmark Cat no. 144881) 

 Botella para cultivo celular de 150 cm2 (NUNC, Roskilde Denmark Cat no. 147589) 

 Cajas petri para cultivo celular 60 cm2 (NUNC, Roskilde Denmark Cat no. 172931) 

 Cajas petri para cultivo celular 100 cm2 (NUNC, Roskilde Denmark Cat no. 172934) 

 Placas de 96 pozos para cultivo celular (NUNC, Roskilde Denmark Cat no. 167008) 

 Placas de 6 pozos para cultivo celular (COSTAR, Broadway, Cambridge  Cat no. 3590) 

 Portaobjetos de 8 pozos para cultivo celular (NUNC, Roskilde Denmark Cat no. 

177402)  

 Tubos de poliestireno 12X75 mm para lectura FACS (FALCON, Cat no. 2054) 

 Puntas para micropipeta 

 100-1000 l (COSTAR, Broadway, Cambridge Cat no. 4867) 

 20-250 l (RAININ Instruments, Cat no. RT-250) 
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