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Primeramente se realizaron ensayos de viabilidad celular con azul de tripan, el
cual, al ser absorbido por las células indican que las células estan muertas. Una
vez realizadas las pruebas de viabilidad celular con la solucién, encontramos que
las concentraciones empleadas de la solucion EXMICROR, no es toxica para las
células MDCK, ya después de incubarlas con la solucién EXMICROR durante 15
minutos, no se observan células tefiidas de azul en abundancia.

La figura 1 muestra el resultado obtenido con distintas diluciones de la solucién
EXMICROR. Solamente se observan pocas células tefiidas de azul en las diluciones

mas concentradas (1:3000 y 1:1000), por lo que podemos considerar que la
solucién X no mata a las células MDCK.

Deucsén 1 10000 (solucién EXMICROR en Diducion 1.5000 (solucion EXMICROR en PBS)
PBS) durarte 15 minutos durante 15minutos .

Céiues MOCK  sin solucion EXMICROR
{control negativo)

M’;eg” “““ﬁ’g’m o Fiid Duuci6n 11000 (soucion EXMICROR en

PBS) durante 15 minutos
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La siguiente serie de experimentos se realizaron empleando 100 microlitros de
la solucion EXMICROR a una dilucién de 1:3000 mas 50 microlitros de virus de
influenza A H1N1, a una dosis infecciosa de 4 Unidades Hemaglutinantes (UHE),
esta mezcla se incubd durante 5 minutos y posteriormente se infectaron
monocapas confluentes de células MDCK. Después de 2 horas de incubacién se
retiré la mezcla (virus +solucion EXMICROR) y se agregaron 3 ml de medio de
cultivo para finalmente ser incubadas a 37°C y 5% de CO2 durante 48 horas.
Como control positivo, empleamos cultivos celulares de MDCK infectadas con el
virus de influenza en ausencia de la solucion EXMICROR.

La figura 2 muestra los resultados de los controles negativos y positivos de los
ensayos con el virus de influenza. En la figura 2 A_ observamos los resultados
correspondientes a las células sin infectar por lo que no existe efecto citopatico,

en la figura 2 C, se observa la inmunofiuorescencia de estas misma células por lo
que no se observa la presencia de antigenos virales.

La figura 2 B y D muestran el efecto citopatico inducido por el virus de influenza
A H1N1, el cual se caracteriza por el redondeamiento de las células y la presencia
del antigeno viral del virus de influenza A mediante . inmmunofluorescencia
indirecta respectivamente, donde se puede observar el color verde fluorescente,
indicando la presencia del virus.

g _——
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InfluenzaA H1IN1 en MDCK

Efecto citopatico iducido por el virus de
InfluenzaA en MDCK (control positivo)

IFt en MDCK sin infectar, se observan . Presenciade antigenos de influenza A
nucleos celulares tefiidos con Isopropidio H1N1 en MDCK (control positivo)
En color rojo

Una vez establecidos los controles, se procedi6 a pre-incubar durante 5 minutos
la soluciéon EXMICROR (dilucién 1:3000), con 4UHE del virus de la influenza A y

posteriormente infectar monocapas de células MDCK con este conjugado de virus
mas EXMICROR '

Después de 48 horas de infeccién observamos la ausencia de efecto citopatico
en las células que fueron infectadas con el virus de influenza pre-incubado con la
solucion EXMICROR, asi mismo, no se logra observar la presencia de antigenos
de influenza después de realizar el ensayo de inmunofliorescencia indirecta,
(figura 3 A y B respectivamente).
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A. MDCK 48 horas post-infeccion con H1N1
pre-incubado con EXMICROR durante 15

minutos. No se observa el efecto citopatico ™

caracteristico Inducido por. el virus de
influenza A H1N1. ; :

e

A

B. Ausencia de antigenos del virus de
influenza A en MDCK 48 horas post-infeccién
con H1N1 pre-incubado con EXMICROR
durante 5 minutos. No se observa la marca
verde = fluorescente producida por el
anticuerpomarcado con FITC.
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Para el caso de EXMICROR-Influenza B (IB), realizamos los mismos
experimentos y observamos que este producto es iguaimente eficiente en la
inhibicion de la replicacion del virus de IB. Se realizaron diluciones de la solucion
de 1: 3000 y mezclamos 50 microlitros con el volumen correspondiente a 4 UHE
de IB y los incubamos durante 5 minutos. La figura 4 A muestra el efecto de la
infeccion por 1B, se puede observar el redondeamiento de las células, la figura 4
C, indica la presencia de los antigenos de IB por ensayos de inmunofluorescencia
indirecta. Después de pre-incubar 4UHE del virus IB con EXMICROR, observamos
que se inhibe la infeccién de las células (figura 4 B), ya que no hubo cambios en la
morfologia de las células. Para corroborar lo anterior se realizaron ensayos de
inmunofluorescencia indirecta para buscar la presencia de antigenos virales y

resultaron ser negativas, por lo que se concluye que el EXMICROR inhibié la
replacacion del 1B, (figura 4, D).

Figura 4. efecto inhibitorio de EXMICROR sobre la infeccion por el virus de Influenza B

Presencia de efecto citopatico,
fedondeamiento celulas, en  MDCK

eviamente Incubado ¢ I R
infectades con Influenza B, con 4UHE. o Excho

(Drlucién 1.3000) durente 5 minutos. No se
observa efecto cltopdtico,

Presencia de antigenos de influenza 8 Ausencia do antigenos virales de Influenze B
EXMICROR

por efecto de
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Para los ensayos de inhibicion de la infeccién por el Virus Sincitial Respiratorio
tipos Ay B (VSR Ay B) se realizaron los mismos ensayos anteriormente descritos.
En estos nuevos ensayos empleamos monocapas celulares de la linea celular
HEp-2, la cual es de origen epitelial de vias respiratorias altas, humanas. Para
estos experimentos empleamos una multiplicidad de infeccién de cada virus de 1.0
(MOI=1.0), lo cual significa que usamos el mismo nimero de particulas virales
infectivas y de células.

Se empled la misma dilucion de EXMICROR que la usada para los virus de
Influenza (1:3000), y después de pre-incubar la solucién con los virus durante 5
minutos, se infectaron las monocapas de HEp-2. La figura 5 muestra los controles
positivos y negativos para el VSR A, En la figura 5 A se muestran la morfologia de
las células sin infectar. Asi mismo, la figura 5 C es el resultado de los ensayos de
inmunofluorescencia indirecta, en la cual empleamos anticuerpos- especificos
contra la proteina G del VSR. El resultado de estos ensayos, indican la ausencia
de la proteina viral. La figura 5 B, muestra el efecto citopatico de las células HEp-2
infectadas con VSR A, la formacion de células gigantes multinucleadas o sincitios,

es la caracteristica més importante de la infeccion por este virus. El panel de la
figura 5 D.
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Figura 5. Controles positivos de la infeccién de células HEp-2 por el Virus Sincitial Respiratorio tipo A

Celulas HEpP-2 sin infectar mostrando lorncﬂo- Células HEp-2 infectadas con Virus Sincitial
logia normal de cehular Respiratorio tipo A a una MOI21.0. Se cbserva ef
et efecto citopdtico en foma de sincitios o céivlas
gigentes multinucieadas.

H ,
g::i“ e Mmec I atonics deVER Celulas HEp-2 infectadas con Virus Sincitial
Respiratorio tipo A. Se cbserva la presencia

De antigenos virales por la coloracion verde

El VSR B fue sometido a las mismas condiciones que el VSR A, en la figura 6 A, se
muestran las células HEp-2 infectadas con el VSR B a una MOI=1.0 durante 48 horas. El
efecto citopatico que se muestra es el caracteristico para el VSR, por lo que se pueden
observar grandes sincitios o células gigantes multinucleadas, el panel C, mustra la

presencia de antigenos especificos para el VSR B, por lo que seobserva el color verde
fluorescente.

Finaimente confrontamos EXMICROR-VSR B bajo las mismas condiciones
experimentales anteriormente descritas para el VSR. Los resultados obtenidos para este
tipo viral difieren levemente de los anteriores, ya que después de pre-incubar durante 5
minutos la solucién de EXMICROR (dilucién 1:3000) con una MOI=1.0 del VSR B,
encontramos sefial fluorescente de color verde en estas células (figura 6 D). Sin embargo,
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es importante mencionar que el efecto citopatico en estas células a las 48 horas post-
infeccién, no fue notorio (figura 6 B). lo que nos indica que para poder inhibir a este tipo
de virus de manera total, es necesario emplear tiempos mas largos de pre-incubacién o
bien, aumentar la concentracién de EXMICROR.

Figura 6 Controles positivos de la infeccion de células HEp-2 por el Virus Sincitial Respiratorio tipo B

T "

Celulas HEp-2 infectadas con Virus Sincitial CeluI;s HEp-2 infectadas con Virus Sincitial

Respiratorio tipo B con una MOI=1.0 durante 48 Respiratorio tipo B preincubado por 5 minutos
h:rsa;:. Se wma la presencia de sincitios o con EXMICROR (Dilucion 1:3000). No se observa
células gigantes muitinucleadas ¢l efecto citopético en forma de sincitios o células

gigantes multinucleadas.

Presencia de antigenos del Virus Sincitial Respiratorio Presencia minima de antigenos del Virus Sincitial
tipo B , mediante ensayos de inmunofluorescencia Respiratorio tipo B mediante ensayos de
indirecta en células HEp-2 infectadas con éste virus. Inmunofluorescencia por el efecto ejercido por

EXMICROR (Dilucion 1:3000).
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