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

Ensayos de viabiidad por tincién con azul de tripan
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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 incubé durante 5 minutos y posteriormente se infectaron
monocapas confluentes de células MDCK. Después de 2 horas de incubacion se
retird 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 solucién 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.
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Una vez establecidos los controles, se procedi6 a pre-incubar durante 5 minutos
la solucion 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 postinfeccion con HIN1 B. Ausencia de antigenos del virus de

pre-incubado con EXMICROR durante 15 influenza A en MDCK 48 horas post-infeccién

minutos. No se observa el efecto citopatico con HiIN1 pre-incubado con EXMICROR

caracterisico Inducido por el virus de durante 5 minutos. No se observa la marca

influenza A H1N1. verde fluorescente producida por el
anticuerpo marcado con FITC.
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Para el caso de EXMICROR-Influenza B (IB), realizamos los mismos
experimentos y observamos que este producto es igualmente eficiente en la
inhibicién 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
infeccién 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 inmunofiuorescencia
indirecta. Después de pre-incubar 4UHE del virus IB con EXMICROR, observamos
que se inhibe la infeccion 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 inhibi6 la
replacacién del IB, (figura 4, D).

Figura 4 efects inhibitcrio de EXMMICROR sobre i infeccion por ol vius de influenza B
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Para los ensayos de inhibicion de la infeccion por el Virus Sincitial Respiratorio
tipos Ay B (VSR A y 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 emple6 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. Asl 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 formacién de células gigantes muitinucleadas o sincitios,
es la caracteristica mas importante de la infeccion por este virus. El panel de la
figura 5 D.
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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 citopético que se muestra es el caracteristico para el VSR, por lo que se pueden
observar grandes sinctios o células gigantes multinucieadas, el panel C, mustra la
presencia de antigenos especificos para el VSR B, por lo que seobserva el color verde
fluorescente.

Finalmente confrontamos EXMICROR-VSR B bajo las mismas condiciones
experimentales anteriormente descritas para el VSR. Los resuitados 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 8 D). Sin embargo,
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es importante mencionar que el efecto citopatico en estas células a las 48 horas post-
infeccion, 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-incubaciéon o
bien, aumentar la concentracién de EXMICROR.

Figura 6 Controles postivos de la infeccion de céiulas HEP 2 por ef Vires Sincital Respiratorio tipo B
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