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RESUMEN

EFECTO DE LA INFECCION CON EL VIRUS DEL DENGUE EN LA
MODULACION DE LA OXIDO NITRICO SINTASA INDUCIBLE (iNOS) Y SU
ASOCIACION CON DIABETES MELLITUS

Introduccion: La infeccion por el virus del dengue es endémica en mas de 100 paises a
nivel mundial. Hasta el momento, no estan bien esclarecidos los factores de riesgo que
conllevan a una persona a un cuadro clinico severo por dengue. En anos recientes, algunos
estudios han revelado una mayor incidencia de casos graves en sujetos diabéticos. Tanto
en la infeccion por dengue como en la fisiopatologia de la DM2 , existe un incremento de la
respuesta inmune innata siendo las células del sistema monocitico macréfago las
principales efectoras de la inflamacion. Los monocitos tienen una funcién dual (anti-
inflamatoria y pro-inflamatoria) durante el proceso infeccioso siendo su funcién pro-
inflamatoria la principal en las primeras etapas de la infeccion. Esta funcién esta regulada
por la expresion de la 6xido nitrico sintasa inducible que regula la produccion de 6xido
nitrico. En este sentido, consideramos que existe una expresion diferencial a nivel génico y
traduccional de la enzima iINOS en células mononucleares infectadas con el DENV.

Objetivo: Evaluar la regulacion de la expresion de la enzima iINOS en células
mononucleares, de sujetos sanos y pacientes con diagnodstico de DM2, infectadas con
DENYV 2 prototipo y de aislados virales de pacientes.

Material y métodos: Se emplearon concentrados leucocitarios para el aislamiento de CMN
y la estandarizacion del cultivo primario de las mismas. Se reclutaron 12 sujetos sanos y 12
pacientes diabéticos entre 40 a 65 anos , de los cuales se obtuvé sangre perférica y aislaron
las CMN por gradiente de densidad empleando Ficoll-Hypaque. Las CMN se cultivaron e
infectaron con DENV2 prototipo y aislados virales de pacientes. En las células con y sin
infeccion se evalud la expresion génica del gen de iINOS por RT-gPCR , ademas; se analizé
la expresién de la enzima iNOS por inmunofluorescencia.

Para demostrar si el efecto de la expresidn de iINOS era tejido especifica , se evalu6 iINOS a
nivel transcripcional y traduccional en células Huh7 parental infectadas con las diferentes
cepas de DENV2.

Resultados: En el analisis de regresién lineal entre sujetos sanos y diabéticos no hubd
diferencia estadistica en la expresién génica y traduccional de iNOS, existiendo una alta
variabilidad en la expresén génica entre los sujetos de estudio. Se observé mayor expresion
de INOS en CMN infectadas con DENV2 prototipo. A nivel traduccional, hubé mayor
expresion en los sanos comparados con los diabéticos. Al realizar el analisis del subgrupo
de diabéticos, se encontrd6 menor expresion de iINOS a nivel transcripcional y traduccional
en sujetos diabéticos con glicemia >400mg/dL y HbA1 >10.

Bajo la premisa de un mismo origen genético, se encontré que existe una diferencia
significativa en la expresion de iINOS dependiente de la cepa viral en células Huh7 parental.

Dra. C. Ana Maria G. Rivas Estilla
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CAPITULO |

INTRODUCCION

1.1 Epidemiologia de la infeccion por el virus del dengue

El dengue se distribuye globalmente entre los paralelos 30° N y 40° S
condicionado por la existencia del vector, siendo una enfermedad endémica
en el Sudeste Asiatico, el Pacifico, Africa, el Caribe y las Américas. La
transmision se produce durante todo el afo en las areas endémicas
tropicales, sin embargo en la mayoria de los paises existe un patrén
estacional con una mayor incidencia en la época de lluvias. La OMS reporta
un incremento de 30 veces en la incidencia de la infeccion por dengue en los

ultimos 60 arios (Figura 1) .
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Figura 1. Aumento en los casos de infecciones con el virus del dengue
a nivel mundial de 1943 a 2013".



Se estima que existen anualmente mas de 50-100 millones de infecciones
mundialmente, siendo endémicos mas de 100 paises (Figura 2) ,
considerandose que al menos la mitad de la poblacion mundial se encuentra

en riesgo de infeccion 2.

Jan isoth 10C
“

Presence of dengue
I High

= Medium

[ Low

July isoth 10C

Figura 2. Presencia de la infeccién por dengue a nivel mundial®.

En México la incidencia del dengue ha aumentado en mas del 600 por ciento
desde el 2001 hasta la fecha 3; desde el 2004 circulan los cuatro serotipos
del virus del dengue (predominantemente tipo 2 y 3) *. Se reporta un mayor
numero de casos en regiones que cuentan con las condiciones ecoldgicas
para su transmisién principalmente en la costa del Golfo y el Sureste
mexicano ° En el reporte de la OPS del 2015, en México se reportaron en
total 26,665 casos confirmados por laboratorio (incidencia 22.4 /100000

habitantes) con 5464 casos severos y 42 defunciones °.

Con base en los datos de revision epidemiolégica (2008-2013) , Arellanos y
colaboradores (datos no publicados) sefialan a Nuevo Ledn como el cuarto
lugar nacional en reporte de casos considerandose endémico para la
transmision de esta arbovirosis, observandose un aumento del nUumero de
casos de forma estacional ( periodo de finales y verano y otofo) y ciclica
(cada 3 afios) (Figura 3y 4) ’. Ademas se ha reportado la circulacion de los

cuatro serotipos , siendo los serotipos 1y 2 los de mayor incidencia®.
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Figura 4. Numero de casos de dengue en Nuevo Ledn en el periodo 2008 — 2013

desglosados por semana epidemiolégica y representados en orden de afio de registro7.



1.2. Mecanismos de transmision del virus del dengue

El principal mecanismo de transmision del virus del dengue (DENV) es a
través de la picadura de los artrépodos Aedes aegypti y Aedes albopictus® .
Existen reportes de un ciclo de transmision enzodtico del virus del dengue en
bosques y selvas de Asia y Africa que involucra a primates inferiores como
hospederos'™ . Sin embargo, el ciclo de transmisién mas importante es el
urbano o epidémico. El humano es el hospedero de excelencia debido a la
alta viremia sistémica que se produce, eliminando la necesidad de un
hospedero enzodtico para amplificar al virus'' . Los mosquitos adquieren el
virus cuando se alimentan de un humano virémico, y pueden transmitir el
virus infectando a otro humano de 8 a 12 dias después de la ingesta inicial'" .
Este periodo se denomina incubacion extrinseca y representa el tiempo en el
cual el virus se replica en las glandulas salivales del vector, el cual
permanece infectado durante el resto de su periodo de vida (15 a 65 dias)'?
(Figura 5).
Aedes luteocephalus (Oeste de Africa) Aedes aegypti subsp. aegypti (tropico)

Aedes furcifer (Oeste de Africa) Aedes albopictus. (tropico)
Aedes niveus spp. (Sureste de Africa) Aedes polyniensis (Polinesia)

Aedes furcifer (Oeste de Africa) To1
Aedes i (Sureste de Africa) e
1
Yy, i
o i o 3
==l < WUy
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emergencia m “,,'\a
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Figura 5. Dinamica de transmision del dengue12



Las hembras se alimentan con mayor frecuencia durante el inicio de la
mafana y en las ultimas horas de la tarde .Una vez que el virus se ha
inoculado en el humano, se replica entre 3 y 14 dias en un periodo
denominado incubacion intrinseca, que antecede al cuadro clinico. ">

Aunqgue no se ha documentado la transmision directa del virus de persona a
persona, existen reportes de casos asociados a transplante de érganos™ y
meédula Osea, lesiones ocasionadas por punzocortantes y contacto con
membrana mucosa contaminada.’ Se han reportado casos de infeccién

congénita por transmision vertical del dengue .

1.3.Biologia molecular del virus del dengue
El virus fue aislado en 1943 y afios después la comunidad cientifica identificd

que la enfermedad podia ser causada por cuatro serotipos diferentes.’’

Figura 6. Estructura de la particula viral del dengue18.

El virus del dengue es un miembro de la familia Flaviviridae y del género
Flavivirus. El virus es esférico, con una membrana lipidica que envuelve al
viridn. Tiene un tamano que varia de 40 a 50 nm de diametro, presentando
pequefas proyecciones superficiales de 5 a 10 nm'® (Figura 7). Contiene un
genoma de RNA con polaridad positiva, dentro de una capside con simetria

icosaédrica, y rodeado por una envoltura externa con las proteinas prM y E
18,19



capside

envoltura polimerasa

helicasa

Figura 7. Estructura del genoma viral del dengue y sus productos proteicoszo.

El genoma del viridn tiene un tamafo de aproximadamente 11Kb y un marco
de lectura abierto (ORF) unico, flanqueado por dos regiones 5 y 3’ no
traducidas (UTR) que le proporcionan estabilidad y contienen regiones de
control?.

El ORF codifica para una unica poliproteina, la cual sufre diversos procesos
de corte para generar proteinas virales individuales. Las tres proteinas
estructurales (C, M y E) estan localizadas en el extremo amino terminal,
mientras que las proteinas no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A,
NS4B, NS5) se encuentran contenidas en el extremo carboxilo de la

poliproteina® (Figura 7).

Los cuatro serotipos de DENV son genéticamente diversos solo son
idénticos en 60-75% a nivel de aminoacidos. Los virus del mismo serotipo
son distintos en un 3% a nivel aminoacidico y 6% a nivel nucleotidico por lo

que se dividen filogenéticamente en genotipos y clados . Los genotipos se



han definido dependiendo de la regidon geografica que ocupan: americano,
asiatico/americano, asiatico |, asiatico Il y cosmopolita (Figura 8) .Las
variaciones genéticas entre serotipos y clados son determinantes para la
virulencia y potencial epidémico 2"** | también influyen en la interaccién de la
respuesta inmune del hospedero con el virus** y en la eficacia de la

respuesta antiviral. Es por ello , que los diferentes serotipos se han asociado
24,25
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Figura 8.Distribucién geogréfica de los distintos genotipos del dengue a nivel mundial®’.

1.4. Ciclo de replicacion viral

Después de que el virus ha sido inoculado, es fagocitado por los macréfagos
tisulares y llevado al sistema fagocitico mononuclear, en donde se replica
principalmente. La célula blanco es el fagocito mononuclear y algunos
estudios de casos severos y graves por dengue han identificado al antigeno
del virus en monocitos de sangre periférica, en células mononucleares de la
piel, el bazo, el timo, los ganglios linfaticos, células de Kupffer y macréfagos
alveolares del pulmoén y ocasionalmente en macréfagos del glomérulo renal y

en la superficie de los linfocitos B *



La via de entrada del virus del dengue a su célula blanco es por endocitosis
mediada por clatrina®®. Se han identificado diversos receptores tanto en
células humanas como de mosquito, un ejemplo es el receptor DC-SIGN
(dendritic cell-specific intercellular adhesion molecule-3-grabbing non-

integrin) en células dendriticas %’.

Después de la endocitosis, existe un
cambio conformacional dependiente de pH que permite el escape del RNA
viral del endosoma, posteriormente se transloca al reticulo endoplasmico
rugoso (RER) donde se replica y el RNA viral se invagina generando
vesiculas®® con capside proteica . Estas Ultimas, se liberan del RER
adquiriendo una membrana lipidica recubierta por proteinas de membrana
(prM y E), formando el virion que se secretara para infectar nuevas células

permisivas.

El DENV emplea diversos mecanismos para utilizar la maquinaria celular del
hospedero y asi facilitar la replicacion viral. La traduccion y replicaciéon del
virus del dengue ocurre en el reticulo endoplasmico de la célula , la cual
lleva acabo rearreglos y expansion durante la infeccion. Los rearreglos son
independientes a la respuesta con proteinas no plegadas (UPR unfolded
protein response) . Las proteinas virales no etructurales (NS4A,NS2B/3)
inducen la UPR para disminuir la muerte celular durante la replicacion viral.
Ademas, el virus induce autofagia y regula el metabolismo de los lipidos para
incrementar la replicacion ?°.La via de la autofagia debe ser funcional ya que

es necesaria para la maduracion y produccion de viriones infecciosos °.

1.5. Respuesta del sistema inmunitario y estrategias de evasion viral
1.5.1 Respuesta inmune innata

La primera linea de reconocimiento de RNA viral del sistema inmune innato
son los receptores de reconocimiento de patrones (TLR) y los sensores
intracelulares como MDA5 (melanoma differentiation-associated protein 5 ) y

RIG-I (retinoic acid-inducible gene 1). El receptor TLR3 reconoce al virus



después de la acidificacion por el endosoma e induce una respuesta de

interferon a/f . Tanto RIG-I como MDAS inducen la respuesta de interferén

B31 )

El interferén liberado por células infectadas actua de forma autécrina o
paracrina activando el receptor de interferon a/f de otras células y la via de
sefnalizacion antiviral STAT1/2. Sin embargo, las proteinas virales NS2A,
NS4A y NS4B al expresarse en conjunto, inhiben la fosforilacion de STAT1
interfiriendo en esta via antiviral®***. La proteina viral NS5 se une a la
proteina UBR-4 la cual interactia con STAT2 y media la degradacion de la

misma por la via del proteosoma>? .
1.5.2. Respuesta inmune adaptativa

Después de una infeccion primaria, la mayoria de los anticuerpos
neutralizantes van dirigidos a epitopes especificos del virién. La uniéon de
estos anticuerpos neutralizantes al virus puede incrementar la captura de
viriones por la linea celular monocitica a través de la interaccion con
receptores IgG de la superficie celular generandose un fendmeno conocido

como “facilitacion de la infeccion mediada por anticuerpos” **

. Ademas,
ocurre una respuesta masiva de plasmablastos®®, con un alto grado de

reactividad cruzada entre serotipos.

Aunque no es un componente del virion, la proteina NS1 también representa
un blanco importante para los anticuerpos. La proteina NS1 se expresa en la
superficie de las células infectadas y es secretada también a la circulaciéon
como un multimero soluble. Los anticuerpos anti-NS1 causan lisis de las

células infectadas por un mecanismo mediado por el complemento *°.

En relacion a las células T, la respuesta de las células T CD4+/CD8+ es
dirigida contra multiples proteinas virales, la proteina NS3 parece ser
particularmente inmunogénica y reconocida por esta estirpe celular.La

reaccion de las células T con el virus del dengue produce altos niveles de



IFNy (interferéon y) , TNF-a (tumor necrosis factor a)y TNF-B(tumor necrosis
factor B) que finalmente producen lisis celular. Las células T CD8 ademas de

su participacion en la patogénesis también tienen actividad protectora®’

1.6.Fisiopatologia de la infeccion por dengue
La fisiopatologia del dengue severo es multifactorial. El progreso de la
infeccion depende del balance entre las condiciones genéticas e

inmunoldgicas del individuo asi como de los factores virales (Figura 9)*
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Figura 9. Patogénesis de la infeccion por el virus del dengue de acuerdo a la fase de la

enfermedad®®. SIN: sistema inmune innato

1.6.1.Facilitacion inmunolégica mediada por anticuerpos

Los principales mecanismos por los cuales la infeccion por el virus del
dengue causa fiebre hemorragica por dengue (FHD) es tema de controversia
desde la fecha en que el sindrome fue reconocido. A pesar de la
plausibilidad biolégica de la teoria de la facilitacion mediada por anticuerpos,
esta no explica adecuadamente todas las observaciones clinicas vy
epidemiolodgicas. En este sentido, se han identificado cuadros hemorragicos

en primoinfecciones, lo que implica que cargas virales altas o determinadas
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cepas virales pueden tener una mayor virulencia produciendo infecciones
mas severas. Sin embargo, el analisis individual de genotipos virales dentro
de una sola poblacién, ha provisto poca evidencia de que los virus aislados

de pacientes con FHD difieran de los aislados en pacientes no complicados
39,40

1.6.2.Respuesta de células T

De acuerdo a la teoria de una respuesta inmunitaria heteréloga frente al
nuevo serotipo esta promueve la opsonizacion de la particula viral,
favoreciendo su entrada y replicacion en macréfagos y células dendriticas,
induciendo una mayor carga viral y una fuerte activacién de células T de
memoria. Se ha demostrado que la activacion de células T de memoria de
baja afinidad para el serotipo infectante pero con alta afinidad para un
serotipo infectante previo se correlaciona con severidad en la enfermedad.
Debido a esta baja afinidad la actividad de eliminacion de células infectadas
es baja *®. Ademas, se ha reportado un patrén inmunoldgico regulatorio en el
caso de infeccion secundaria homoléga y un patrén proinflamatorio en la

infeccién secundaria heteréloga *'.

1.6.3. Tormenta de citocinas , activacion del complemento y
extravasacion vascular

Los mecanismos que llevan a la disfuncién endotelial aun no se encuentran
bien esclarecidos. Durante la infeccion, existe la liberacion de un gran
numero de citocinas y mediadores quimicos, ocasionando dafno en el
endotelio vascular con fuga de liquido extracelular 2. Ademas, como parte
del proceso inflamatorio, existe consumo de plaquetas y disminucion de su
actividad lo que lleva al aumento de la permeabilidad vascular, que aunado a
la activacion del sistema de coagulacién por diferentes vias favorece los

fendmenos hemorragicos, caracteristica principal del dengue severo **.
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La infeccion directa de células endoteliales no parece ser la causa de la
extravasacion vascular sino mas bien de los factores solubles producidos por
células T, macréfagos y mastocitos como TNFa, IL-6, IL- 8, IL-10, IL-12,
factor inhibidor de la migracion de macréfago, HMGB1(High mobility group

box 1 protein), MCP-1 y metaloproteinasas **°

También se ha propuesto a la proteina NS1, anticuerpos anti-NS1 y a la
activacion del complemento (C3a y C5a) como participantes en la disfuncion
endotelial*’*®* Se ha reportado una modulacién directa de los factores del

complemento por la proteina NS1 liberada por las células infectadas*®
1.6.4. Autoinmunidad

Es controversial la participacion de autoanticuerpos en el desarrollo de
dengue severo y choque por dengue. Se han descrito anticuerpos contra
epitopes de la proteina viral E que se unen al plasminégeno e inhiben la
actividad de la plasmina . La severidad se ha relacionado con la reactividad
cruzada de anticuerpos anti-NS1 con células hepaticas y plaquetas, las
cuales expresan incremento del 6xido nitrico que conlleva a la apoptosis

celular®®®".

1.7. Factores de riesgo para el desarrollo de un cuadro clinico severo

Estudios epidemioldgicos sugieren que el desarrollo de dengue
hemorragico/choque por dengue ocurre en individuos con una segunda
infeccion por un serotipo diferente , infantes con infecciéon primaria con

5

madre inmune a dengue °? serotipo y genotipo viral; asi como intervalo

prolongado entre las infecciones *°.

Dado que sdlo un 3% de las personas con reinfeccion por DENV desarrolla
FHD parece que otros factores relacionados con el hospedero podrian estar
implicados en el progreso de la enfermedad, tales como la edad, raza o la
presencia de enfermedades crénicas, asi como determinados defectos en la

coagulacion y fibrindlisis. También se ha postulado una predisposicion
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genética favorecida por determinados haplotipos del HLA, pero no existe una
clara asociaciéon. Los factores genéticos no HLA ( ej. Receptor de vitamina
D,receptor Fcy lIA, deficiencia G6PD ,TNFa, IL-10) se han asociado a
severidad de la infeccidon **°°. Ademas, alelos en MICA y MICB se han
asociado a pacientes sintomaticos contra asintomaticos; y los alelos MICB y
PLCE1 se han asociado a susceptibilidad a choque por dengue *®°*’. Se ha
reportado un menor riesgo de dengue severo en personas de etnia negra 2.
Finalmente, existe mayor morbi-mortalidad en niflos con dengue
comparados con adultos, principalmente en el sureste asiatico, estas
diferencias parecen deberse en parte a diferencias en la permeabilidad

microvascular > .

1.8. Manifestaciones clinicas de la infeccion por dengue

La OMS publicé en el 2009 la nueva clasificacion de caso por dengue,
remplazando a la clasificacion tradicional de fiebre por dengue y dengue
hemorragico/choque por dengue en dengue con o sin signos de alarma y
dengue severo (Figura 10)°. Esta nueva guia buscaba mejorar el diagndstico
oportuno y tratamiento apropiado ©'°° debido al reconocimiento de signos y
sintomas de alarma ; esto corroborado por diversos estudios que han
demostrado incremento en la sensibilidad para la deteccion de casos graves.
Sin embargo, algunos estudios reportan que puede reducir el énfasis en el
sindrome de extravasacion vascular , incrementar la carga de pacientes en
paises endémicos con bajos recursos e incremento en el reporte del numero
de casos®. En nuestro pais, las guias de practica clinica de la Secretaria de

Salud emplean la clasificacion clinica del 2009.
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Clasificacion de casos de dengue y niveles de severidad

Dengue * Signos de alarma Dengue Severo

Con signos 1. Fuga plasmatica severa

de alarma 2. Hemorragia severa
3. Falla organica severa

Caso probable Signos de alarma Fuga plasmatica severa

AR L. N « Choque (SCD)
Vivir/Viajar a zona endémica Dolor abdominal « Distress respiratorio
Fiebre + 2 de lo sig.: Vomito persistente
Nausea, vomito Acumulacion de liquidos Hemorragia severa
Mioartralgias Sangrado de mucosas « Evaluacion clinica
Exantema Letargia/lrritabilidad
Torniquete (+) Hepatomegalia > 2 cm Falla organica severa
Leucopenia Incremento de Hto con *AST 0 ALT > 1000
Cualquier signo de alarma descenso de plaquetas + Alteracion de la conciencia

« Corazon u otros érganos

Figura 10 . Clasificacion clinica de la infeccion por dengue (OMS 2009)3

Después de un periodo de incubacion de 4-8 dias, la infeccion por cualquier
serotipo de dengue puede producir un amplio espectro de signos y sintomas,
siendo las infecciones asintomaticas o subclinicas las mas comunes. La
mayoria de los pacientes cursan con un cuadro clinico autolimitado, sin
embrago; un 10% progresa a un cuadro clinico severo. La enfermedad inicia
de forma abrupta seguida de 3 fases : febril, critica y de convalescencia
(Figura 11).
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Temperatura | 4g0
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potenciales

Falla orgénica

Plaquetas
Datos de laboratorio
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ossais®®® ] o msmececm,

IgM/1gG
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Curso de la enfermedad Febril Critica  Fase de recuperacién

Figura 11. Curso clinico de la infeccion por dengue3.

La fase febril dura generalmente de dos a siete dias y a menudo se
acomparia de dolor retrocular, eritema facial, mialgias, artralgias y cefalea®.
Algunos pacientes pueden presentar odinofagia o conjuntivitis. También es
comun la presencia de anorexia, nausea y vomito. El diagndstico diferencial
con otras enfermedades febriles es dificil en la fase febril temprana . En
este punto, se puede realizar la prueba de torniquete , la cual si es positiva
hace mas probable el diagnostico de dengue, aunque no es util para

distinguir la fiebre por dengue de la fiebre hemorragica por dengue °’.

Algunos pacientes pasan de la fase febril a la fase critica alrededor de los
dias tercero a séptimo de evolucién, cuando suele ocurrir la defervescencia
de la fiebre. La fase critica generalmente dura 24 a 48 horas. Los pacientes
que mejoran en éste punto se consideran casos de dengue no grave. Se
consideran casos graves aquellos pacientes que presentan un aumento en

la permeabilidad capilar con incremento del hematocrito.Algunos casos
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graves no presentan defervescencia en la transicion de la fase febril a la fase
critica, y ésta solo se puede sospechar mediante signos de alarma de

laboratorio, derivados de la biometria hematica y perfil bioquimico®.

En los casos graves, al inicio de la fase critica generalmente ocurre
leucopenia y trombocitopenia antes de la fuga plasmatica . La severidad de
esta fase depende del grado de extravasacion vascular y del volumen de
liquidos administrados. Se pueden detectar derrame pleural y ascitis, ya sea
clinicamente o mediante estudios radioldgicos o ultrasonograficos®® .La
elevacion del hematocrito generalmente refleja la gravedad de la fuga

plasmatica.

El choque sobreviene cuando se pierde un volumen critico de plasma,
generalmente esta situacién va precedida de signos de alarma. Durante el
choque, hay hipotermia e hipoperfusion de 6rganos vitales lo que resulta en
falla organica progresiva, acidosis metabdlica y coagulopatia por consumo®.
Tanto la falla organica grave y hemorragia grave, como algunas
manifestaciones atipicas de la infeccién por dengue como la hepatitis, la
encefalitis o la miocarditis , pueden desarrollarse sin manifestaciones

evidentes de fuga plasmatica o de choque®®"".

Si el paciente sobrevive a las 24 a 48 horas de la fase critica, durante la fase
de recuperaciéon o convalescencia tiene lugar una reabsorcién gradual de
liquido del compartimiento extravascular, que se traduce en: mejoria del
bienestar general ,retorno del apetito ,desaparicion de los sintomas
gastrointestinales, estabilizacion hemodinamica ,recuperacion de la diuresis,
estabilizacidon o disminucion del hematocrito, elevacion del recuento de
leucocitos (fase temprana de recuperaciéon) y recuperacién del recuento

plaquetario (mayor de 50 mil y en ascenso; fase tardia de recuperacion)®.

Sin embrago, si se administraron inadecuadamente liquidos intravenosos
durante la fase critica en la convalescencia se puede presentar dificultad

respiratoria por derrame pleural masivo, ascitis masiva, edema pulmonar o
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insuficiencia cardiaca congestiva.

Si no se da manejo apropiado la mortalidad es hasta 20%, sin embargo; si
se da el soporte adecuado esta disminuye a <1%°. Se han reportado 57%
casos de adultos con sintomas persistentes (artralgias o fatiga) hasta mas
de 2 anos después de la infeccion pero esta implicacién clinica ha sido poco

estudiada’.

1.9. Diagnéstico clinico diferencial

Este debe realizarse de acuerdo al perfil epidemiolégico de cada region,
pueden considerarse la leptospirosis, rickettsiosis, fiebre tifoidea, brucelosis,
paludismo (falciparum), fiebre amarilla, purpura trombocitopénica, leucemia
aguda, aplasia medular, sepsis, meningococcemia, influenza , sindrome de

HELLP (mujeres embarazadas), aborto y amenaza de aborto®.

1.10. Diagnéstico

Los métodos de laboratorio para el diagndstico y confirmacion del dengue
pueden ser directos o indirectos. Los métodos directos son aquellos en
donde se busca la presencia de la particula viral ya sea detectando el
genoma o antigenos de superficie del virion.'® Los métodos indirectos se
basan en la deteccion de anticuerpos y permiten identificar entre infecciones
primarias y secundarias. En general, las pruebas con alta sensibilidad y
especificidad (directas) requieren tecnologias mas complejas y mayor
experiencia en el desarrollo de la técnica, mientras que las pruebas rapidas
(indirectas) pueden tener sensibilidad y especificidad comprometidas pero el

resultado se obtiene de forma rapida® (Figura 12).
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Figura 12. Esquema comparativo de los diferentes

métodos de diagndstico del dengue.

El método de diagndstico depende de multiples variables. La Tabla 1

muestra los métodos mas empleados , siendo el momento de la toma de la

muestra y el tipo de espécimen a recolectar los factores mas importantes

para la deteccion viral.

Tiempo para

Tiempo para colecta

pareados

sangre completa

15 dias

Método obtencién del Espécimen Observaciones
de muestra*
resultado
. . . Aislamiento viral en cultivo celular:
Aislamiento viral y Sangre completa, .
o . 1-2 semanas . 1-5 dias de uso exclusivo para
serotipifica-cion suero, tejido . L
investigacion
Tejidos, sangre
Deteccién del
. 1-2 dias completa, suero, 1-5 dias PCR o RT-gPCR
genoma viral
plasma
Deteccién de NS1 1dia Suero 1-6 dias ELISA
Deteccién Tejido para
L >1dia . . . No aplica Tejido de biopsia 0 posmortem
antigénica inmunohisto-quimica
IgM ELISA 1-2 dias Suero, plasma, > 5 dias
ELISA
sangre completa
Test rapido IgM 30 minutos
Fase aguda: 1-5 dias;
1gG con sueros Suero, plasma, . Muestras pareadas en fase aguda
7 dias o méas Fase convales-ciente: >

y de convalescencia

* Después de la aparicién de la sintomatologia

Tabla 1. Comparacion de las técnicas para el diagndstico de dengue7
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Los métodos seroldgicos tienen la ventaja de permitir la comparacion entre
muestras del mismo paciente obtenidas durante la fase aguda de la
enfermedad contra muestras colectadas semanas o meses después. Un
incremento de 4 veces en los niveles de IgG por ELISA o inhibicién de la
hemaglutinacién indica una infeccion aguda o reciente. Sin embargo, el
esperar para la obtencion del suero de un paciente convalesciente no es util
para el diagnostico y el manejo clinico y solo es util para la realizacion de

analisis retrospectivos.

El ensayo de neutralizacion por reduccidn en placas se ha empleado para el
desarrollo de las vacunas contra dengue, en estudios seroepidemioldgicos y
de patogenicidad. Actualmente, es considerado el método “gold standard”
para la caracterizacion y cuantificacion de los niveles de anticuerpos
neutralizantes anti-DENV . Existen diversas variaciones del procedimiento
por lo cual hasta el momento no existe estandarizacion de la técnica entre
laboratorios. Ademas, se require de personal capacitado y de un laboratorio
especializado para cultivo celular, lo cual hace esta técnica dificil de

implementar de forma rutinaria”.

Nuevas estrategias se han desarrollado con el paso del tiempo, como los
inmunoensayos basados en microesferas, microarreglos y técnicas basadas
en inmunoluminiscencia.” Sin embargo, no se encuentran disponibles en el

ambito clinico”>7e.
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1.11. Tratamiento

Actualmente no existe un tratamiento especifico para la infeccion por el virus
del dengue. El manejo clinico del paciente requiere el control de la
sintomatologia presente, con estrategias que pueden ir desde el aumento en
la ingesta de liquidos hasta la hospitalizacion. La admision del paciente en el

hospital es dependiente de la presencia de sefales de alarma.

No se deben administrar antiinflamatorios no esteroideos (AINES) para evitar
la evoluciéon hacia cuadros hemorragicos. Durante la fase de recuperacion la
restitucion de liquidos debe detenerse para prevenir la sobrecarga de

fluidos®.
Lo mas importante es el reconocimiento temprano de los signos y sintomas

de alarma para tratar oportunamente a los pacientes en fase critica y con

ello evitar desenlaces fatales.
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CAPITULO II
ANTECEDENTES

2.1 Antecedentes directos

Una de las caracteristicas de la infeccion con DENV, es la alta variabilidad
en la presentacion del cuadro clinico. No todos los pacientes presentan una
infeccion sintomatica, algunos cursan con un cuadro febril autolimitado y
otros evolucionan a cuadros severos que pueden culminar con la muerte del
sujeto . Diversos grupos de investigacion se han dado a la tarea de entender
la patogénesis de la infeccidn, encontrando que es un proceso multifactorial
donde el hospedero juega un rol primordial en la presentacion del cuadro

clinico.

En la actualidad contamos con una vacuna contra el DENV poco efectiva y
no existen antivirales especificos, por lo que nuestro grupo de trabajo se ha
enfocado en conocer los mecanismos implicados en la replicacion del DENV
(serotipos1-4) que circulan en nuestro entorno y a su vez como es que las
moléculas implicadas en dichos mecanismos influyen en la presentacion
clinica; todo lo anterior con la finalidad de fungir como marcadores

moleculares de severidad e incluso como blancos terapéuticos antivirales .

A nivel molecular , aunque aun se desconocen en su conjunto los
mecanismos que provocan el aumento de la permeabilidad vascular, se
acepta el papel determinante de la tormenta de citocinas , esto demostrado
en el estudio de Becerra y colaboradores en el cual se describen distintas
citocinas cuyos niveles séricos pueden detectarse desde etapas tempranas

de la enfermedad 7’ .
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Uno de los mecanismos hipotéticos que explican la tormenta de citocinas es
la reactividad cruzada de linfocitos T de memoria y el incremento de la
infeccion de monocitos mediada por reactividad cruzada de anticuerpos
adquiridos durante infecciones previas por distintos serotipos "®’°. A pesar
de lo anterior , esta hipotesis falla en explicar el cuadro clinico severo en

pacientes con infeccion primaria por dengue %%

2.2. Biomarcadores de severidad

Por tanto, como ya se menciono, debido a que no se cuenta con un
tratamiento ni profilaxis para la infeccion , en el ambito clinico ademas de
identificar los datos de alarma es preponderante contar con métodos de
identificacion viral de facil acceso a la comunidad y biomarcadores de
progreso a infeccion grave . En relaciéon a los biomarcadores , se ha hecho
un esfuerzo para identificar moléculas que permitan diferenciar entre
infecciones no complicadas de las formas mas severas. Se han identificado
una amplia diversidad de citocinas, agonistas endoteliales o moléculas
endoteliales solubles, sin embargo; existen discrepancias entre los estudios
entre las cuales se incluyen : la clasificacidn clinica de los pacientes, la alta
heterogeneidad entre las caracteristicas de los mismos, asi como
variabilidad en las técnicas y los marcadores investigados, por lo que hasta

el momento ninguna de las moléculas ha sido empleada como biomarcador
82-87

A la par, recientes estudios de transcriptomica han tratado de definir los
genes que se sobreexpresan o subexpresan en cada una de las etapas de la
infeccion por dengue (principalmente genes de la respuesta inmune innata,
de la respuesta de interferon, de apoptosis) en diferentes cohortes de
pacientes de distintas regiones geograficas (en su mayoria del Sureste de
Asia) . En términos generales, la mayoria de estos estudios han reportado la
sobreexpresion de genes del sistema inmunitario innato en los primeros dias

de la infeccion 8%
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En este sentido, se puede inferir que la base inmunoldgica de cada individuo
determinara el curso clinico de la enfermedad. Siendo el sistema inmune
innato el principal elemento en la respuesta inicial a la infeccion, el cual tiene

como efector principal el sistema fagocitico-mononuclear (SFM).

2.3.Sistema monocitico-macréfago como orquestador de la respuesta
inmune innata ante la infeccion por DENV

El sistema monocitico-macréfago esta constituido por los monocitos
circulantes y los macréfagos tisulares. Los promonocitos de la médula ésea,
al madurar salen de ella, diferenciandose en monocitos circulantes, que al
cabo de unas 8 horas emigran a distintos tejidos, donde se convierten en

macrofagos.

Las células dendriticas, monocitos y macréfagos son un grupo heterogéneo
de células derivadas de la médula 6sea , son blancos de la infeccion por el
DENV vy participan en la diseminacién del mismo. Sin embargo, los
monocitos son los principales efectores en la respuesta inicial a la infeccion,
son los leucocitos de mayor tamano, llegando a medir 18 um y representan

del 4 al 8 % de los leucocitos totales en la sangre®’.

Los monocitos infectados por DENV producen IL-6, IL-8, IL-10 y TNF-a y se

han correlacionado con la produccién maxima de virus. Sun y colaboradores
demostraron en cultivo in vitro de monocitos, que la infeccién por dengue por

el mecanismo de amplificacion dependiente de anticuerpos (ADE: antibody
dependent enhacement) induce la produccién de IFN-a,TNF-a e IL-10 ; asi
como la sobreregulacién de marcadores coestimulados CD40 y CD86 *2. In
vivo , durante la etapa aguda de fiebre por dengue, se incrementa el nimero

de monocitos CD14" que expresan la molécula de adhesion intercelular 1
(ICAM-1),TLR2,TLR4 y CD16 .
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Existen dos subtipos principales de monocitos , CD14" /CD16" y CD14"
/CD16", los cuales muestran distinto fenotipo y funcién, siendo los CD14*
/CD16" aquellos que expresan mayor actividad proinflamatoria e
incrementan durante diversos procesos infecciosos. Aun no se define bien
porque este subgrupo esta incrementado en pacientes con fiebre por dengue

y no en los que presentan dengue severo®.

2.4.0xido nitrico sintasa inducible como moduladora de la respuesta al
estrés oxidativo ante la infeccion por DENV

Esta demostrado que la infeccion por DENV induce el estrés oxidativo en
humanos y a la vez esta respuesta controla los programas apoptéticos y

antivirales en células dendriticas infectadas por DENV %97,

Las células del sistema monocitico macréfago generan oxido nitrico y
citocinas proinflamatorias, que en conjunto participan en la disfunciéon
endotelial y extravasacidon vascular®®. La respuesta de estrés oxidativo
mediada por estas células del sistema inmunitario esta regulada por la 6xido
nitrico sintasa inducible (iNOS, NOS2).

La iINOS es una hemoproteina y una de las tres isoformas de 6xido nitrico
sintasas humanas. Es la proteina encargada de catalizar la oxidacion de L-
arginina a L-citrulina y 6xido nitrico(NO). Para la sintesis de NO, ademas de
la L-arginina como sustrato, se requiere de la presencia de calmodulina
(CaM) y de 4 cofactores: flavin mononucleétido (FMN), flavin adenina
dinucledtido (FAD), tetrahidrobloptenina (TBH) y de nicotinamida adenina
dinucleotidofosfato (NADPH). Esta reaccion es catalizada por la enzima
oxido nitrico sintasa (NOS) y puede ser inhibida por derivados estructurales
de dicho aminoacido: la N-mono-metil-L-arginina (LNMMA), la N-nitro-L-
arginina metiléster (LNAME) y otros ®. Cuando la CaM no se encuentra
unida a la enzima, los electrones donados por el NADPH no fluyen desde el

dominio reductasa hacia el dominio oxigenasa y son aceptados por el
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citocromo C y otros aceptores de electrones. En presencia de la calmodulina
los electrones donados por el NADPH son transportados por el FAD y por
FMN hacia el grupo hemo. La L-arginina se convierte en N-hidroxialanina y
luego en NO vy L-citrulina *°. En estas condiciones, la NOS produce una
mezcla de aniones superdxido (O) y o6xido nitrico que reacciona con
peroxinitritos (ONCO) y como resultado final tiene lugar la citotoxicidad'®.
Los peroxinitritos inducen estrés nitrosativo, o que conlleva la generacion de

lipidos nitrados, nitrotioles, nitrotriptofanos y nitrotirosinas.

Los productos finales del NO in vivo son: nitrito y nitrato. EI mejor indice de
oxido nitrico total es la suma de ambos productos, debido a que la
proporcion relativa de cada uno de ellos dentro de una misma muestra

resulta variable . Estos pueden ser medidos por espectrometria™’ .

La expresion de iNOS puede ser inducida por diversos estimulos como
productos microbianos y citocinas. Los receptores tipo Toll (TLRs) se
expresan principalmente en células inmunes y reconocen patrones
moleculares asociados a patogenos (PAMPs) y patrones moleculares
asociados a peligro (DAMPs). La activacion de TLRs induce la sefializacion
intracelular via moléculas MyD88 (myeloid differentiation factor 88) e IRAK
(interleukin 1 receptor associated kinase), la cual es la misma via de
sefalizacion involucrada en IL-1R o via TRIF (TIR domain containing adapter
inducing IFN-y). Estas vias convergen en la activacion del factor de
transcripcion NF-kB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B

cells) , que regula la transcripcion de iNOS'%2,
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TGFBR

Figura 13. Vias de induccién de iNOS por los agonistas TLR y citocinas

Las citocinas como IL-1b también activa la via de sefalizacion MyD88 e
IRAK; y TNF-a también induce la produccién de iNOS activando NF-kB'%3. EI
IFN-y es también un inductor de INOS y participa en una de las vias
principales de respuesta a la infeccion por DENV, en la cual STAT1
fosforilado puede unirse directamente al promotor de INOS o bien
indirectamente promoviendo la sintesis del factor de transcripcién IRF1 que

regula positivamente la transcripcion de iNOS'™. (Figura 13)

Por el contrario, la IL-4,IL-5, IL-10 y TGF-B (transforming growth factor)
inhiben la expresiéon de iINOS y estimulan la via de la arginasa. La arginasa
compite con iINOS por la L-arginina ,hidrolizandola en L-ornitina y urea; y por
tanto, colaborando en la respuesta antiinflamatoria'®. Estos dos tipos de
rutas de hidrélisis de la arginina permiten diferenciar a dos tipos de
macrofagos (monocitos tisulares). Los macréfagos M1 o clasicos, activados
por la via TLR y tienen actividad proinflamatoria y antimicrobiana ,ademas;

secretan altas cantidades de NO. Los macrofagos M2 expresan altos niveles
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de arginasa y por tanto, tienen actividad antiinflamatoria, siendo importantes

en la reparacion y remodelacion tisular'®. (Figura 14)

Sefiales pro-inflamatorias : [ = Sefiales anti-inflamatorias :
IL-1.TNF, IFN-a , IFN-B L Arginine dexametasona,IL-10, TGF-B

o AMPc

L-Ornithine

1 L-ornitina

L-citrulina @
L-arginina ! /\
e NO Putrescina
e l
’
.
Y 2 Espermidina
ONOO~ y espermina

Figura 14 . Vias de activacion de la actividad anti-inflamatoria y pro-inflamatoria de

IL-4, IL-10,
IL-13 or TGF-B

macrofagos M1y M2

Como ya se menciond, el producto principal de la via de estrés oxidativo es
el 6xido nitrico (NO) . Este es un gas soluble , altamente labil y uno de los
componentes mas importantes del sistema inmune innato producido por una
gran variedad de células inmunes (dendriticas, natural Kkiller,
monocitos/macrofagos, esosindfilos y neutrdfilos),células endoteliales,células
epiteliales, fibroblastos y queratinocitos'®'%". Dentro de sus funciones mas
importantes es la relajacion del endotelio vascular, actividad microbicida y
antitumoral , inhibicion de agregacion plaquetaria, neurotransmision en el
sistema nervioso central, quimiotaxis y citotoxicidad. Por otra parte, elevadas
concentraciones de NO estdn involucradas en ciertas situaciones
fisiopatoldgicas como la hipotension que acompana al shock séptico y la

respuesta inflamatoria inducida por dafio tisular'®.
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En resumen, la expresion de iINOS es el resultado de diversas respuestas
inflamatorias difusas o localizadas resultantes de la infeccién o dafo tisular.
La respuesta inflamatoria es parte de una respuesta adaptativa, de manera
que la expresion de iINOS es beneficiosa, sin embargo; cuando la expresion
de iINOS es parte de una inflamacion anormal, puede ser perjudicial (ejemplo,
enfermedades autoinmunes). Como aspectos beneficiosos puede
destacarse que la expresion de iNOS resulta en la inhibicién del crecimiento
de patdgenos desde microorganismos hasta virus; ademas parece proteger
a los tejidos del dano en respuestas agudas inflamatorias sistémicas como la
sepsis. La vasodilatacion resultante de la expresion de iINOS mejora la
perfusidon durante la sepsis, pero si ésta es excesiva la hipotension

resultante puede llegar a ser refractaria y por lo tanto, letal.

El papel de iNOS ha sido mejor estudiado como agente antimicrobiano ; sin
embargo, existe evidencia paraddjica, de su papel como efector antiviral.

La tuberculosis es una de las infecciones comunmente asociadas con un
incremento significativo en la expresion de iNOS'. Ademas su expresion se
ha demostrado asociada a la resistencia a distintos microorganismos como
las micobacterias, los hongos Histoplasma capsulatum y Criptococcus

neoformans y protozoos como Leishmania major'™° .

En infecciones virales, la expresion de iINOS parece ser regulada
indirectamente por IFN-y o bien, por una via directa (replicacioén viral) como
ocurre en la infeccion causada por el virus de inmunodeficiencia humana
(VIH-1)""""""3_ La actividad antiviral de NO ha sido previamente evidenciada
en algunos ensayos in vitro en los cuales se observa un descenso en la
severidad clinica de ciertas infecciones virales incluyendo al virus del
herpes simple (VHS); también se ha demostrado supresion de la replicacion
de coxsackievirus al inactivarse la cistein proteasa viral por S-nitrosilacion
generada por la producciéon NO; ademas, existe evidencia de la inactivacion

del virus de la influenza en presencia de peroxinitritos’ .
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2.5 Asociacion de la respuesta del sistema inmune innato y estrés
oxidativo en la infeccion por dengue bajo el contexto de una
enfermedad crénico degenerativa como DM2

Kobayashi y colaboradores reportaron que alteraciones en el sistema
inmunitario influyen en el metabolismo oxidativo y viceversa'®. En este
sentido, se ha demostrado un status de inmunosupresion ante agentes
infecciosos en neonatos y adultos'™"""; esto demostrado en un estudio
reciente de Valero y colaboradores en el cual evaluaron la respuesta
oxidativa dependiente de la edad en cultivo de monocitos de neonatos,
ancianos y adultos que fueron infectados con los 4 serotipos del DENV,
encontrando una respuesta oxidante/antioxidante reducida tanto en

monocitos de neonatos como de ancianos'™® .

Con lo anterior ,podemos inferir que la respuesta de estrés oxidativo variara
dependiendo de la base inmunoldgica de cada individuo teniendo en cuenta
comorbilidades , como enfermedades cronico degenerativas, que afectan la
respuesta del sistema inmune innato. Un ejemplo es la diabetes mellitus tipo
2 , la cual ha sido asociada a un incremento en la susceptibilidad a
infecciones como tuberculosis; dicha susceptibilidad a micobacterias se ha
atribuido a las alteraciones en el sistema inmune inato con incremento en la
expresion de CCR2 (impide el trafico de monocitos al pulmon) ; disminucién
de células CD11b (asociado a mayor edad) y sobreexpresion de RAGE
(receptor for advanced glycated endproducts, el cual es un receptor de
PAMPs que activa vias proinflamatorias). Por lo que concluyen, que los
monocitos de diabéticos tipo 2 , obesos y de mayor edad tendran mayor

alteracion viéndose afectada la actividad antituberculosa’"®.
En este sentido, es importante investigar la respuesta del sistema

inmunitario innato en pacientes con infecciones virales con comorbilidad con

enfermedad metabdlica crénica .
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La diabetes mellitus es proyectada por la OMS como la 72 causa de muerte
para el 2030, siendo la tipo 2 la mas frecuente y el principal factor de riesgo
para el desarrollo de enfermedades cardiovasculares. La DM2 es una de las
principales causas de morbilidad y mortalidad en todo el mundo, su etiologia
es multifactorial y se caracteriza por niveles elevados de glucosa en plasma
y alteracion en el metabolismo de los carbohidratos, lipidos y proteinas como
resultado del defecto de la secrecion de insulina ,accién de la insulina o
ambas. La resistencia a la insulina se ha relacionado principalmente con
obesidad y en ambas se ha documentado un estado inflamatorio crénico de

baja intensidad'?*'?" .

En la obesidad, la acumulacion excesiva de triglicéridos conduce a una
hipertrofia de los adipocitos y a una desregulacién en la secrecion de
adipocinas,tales como: adiponectina, resistina, leptina, MCP-1, IL-8, IL-6, IL-1,
TNF-a e IL-10. Esto conduce a una infiltracion de numerosas células del
sistema inmune al tejido adiposo, asi como un incremento en la produccion
de citocinas proinflamatorias.Estas alteraciones del sistema inmune pueden
participar en la induccion de la resistencia a la insulina por la inhibicion en
las proteinas de sustrato del receptor de insulina o inducir la lipdlisis con
posterior liberacion de acidos grasos saturados de los adipocitos . De esta
manera se desencadena un proceso que activa a los macréfagos a través de
TLR2 y TLR4'20121,

Recientes evidencias demuestran la participacion de las células del sistema
inmune tanto innato como adaptativo en la patologia de la DM2 y la obesidad.
Las células mas estudiadas involucradas en el desarrollo de la inflamacion
del tejido adiposo son los macréfagos del tejido adiposo, los cuales se
infiltran en procesos obesogénicos. Estas células se han clasificado en dos
categorias basadas principalmente en el perfil de citocinas que secretan. Los
macrofagos M1 (activados clasicamente) producen citocinas como TNF-a e

IL-6. En contraste, con los macréfagos M2 (activados alternativamente)
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secretan citocinas antiinflamatorias como IL-10 y TGF-B. Las citocinas
estimuladoras de macrofagos M1 son IFN-y y lipopolisacarido (LPS),
mientras que de los macréfagos M2 son IL-4 IL-13. En la obesidad,se ha
encontrado un incremento importante de los macréfagos M1 en el tejido
adiposo; esto, aunado a una reduccidn en los niveles de moléculas
antiinflamatorias como IL-10 y arginasa, con un consecuente incremento de
citocinas proinfimatorias como TNF- a, que ha sido ampliamente descrito
como factor proinflamatorio en obesidad, resistencia a la insulina y DM2. El
mecanismo por el cual se incrementan los macréfagos M1 no ha sido
descrito completamente, pero se ha propuesto que el aumento de peso
induce inflamacion local y produccion de citocinas que promueven el
reclutamiento de monocitos proinflamatorios circulantes los cuales en el
tejido adiposo se diferencian a macréfagos M1 y su acumulacion produce un
desbalance entre las poblaciones de M1y M2 . Los macréfagos M1 inducen
un estado inflamatorio y de resitencia a la insulina a través de la inhibicion de
la sefalizacion de la insulina, producido indirectamente por las citocinas
TNF-a e IL-6'%, mientras que los macréfagos M2 protegen de la resistencia
a la insulina a través de un mecanismo dependiente de IL-10; a este
respecto se ha descrito que en adipocitos 3T3-L1, la IL-10 bloquea la
sobrerregulacion de genes proinflamatorios inducidos por TNF-a, incluyendo
IL-6 y RANTES (Regulated upon activation, normal T cell expressed and
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secreted) ' “°. Por otro lado, la IL-10 también reduce la expresion de MCP-1y

protege contra la resistencia a la insulina en el higado'®*.

La acumulacion de macrofagos en el tejido adiposo blanco (WAT) parece
estar relacionada con dos procesos. En primer lugar, los adipocitos vy
macrofagos residentes en el tejido adiposo de ratas obesas secretan
citocinas como MCP-1 que promueven el reclutamiento de monocitos

circulantes Ly6C+'?®

, asi como citocinas implicadas en la acumulacion de
macrofagos e intolerancia a la glucosa como LTB4 (leucotrieno B4), MIP

(macrophage inflammatory protein), MIF (macrophage migration inhibitory
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)'?® Ademas de la secrecion

factor) y MCP3 (monocyte chemotactic protein 3
de citocinas en el tejido adiposo de ratas obesas , las células CD11c’
(macrofagos,células dendriticas y neutrofilos) producen IL1b promoviendo la
mielopoyesis perpetuando la inflamacion en el tejido adiposo'®’. En segundo
lugar, los macroéfagos tienen una alta capacidad de proliferacion; esto
demostrado por Jenkins y colaboradores, quienes demostraron que la IL-4
es un fuerte promotor de la proliferacion de macroéfagos y mantiene la

poblacion de M2'%8

Estudios en sujetos obesos, han encontrado acumulacién de macrofagos en
tejido adiposo'®® y de macrofagos CD11c asociados a resistencia a la

insulina™°.

A pesar de las evidencias presentadas de la participaciéon de macrofagos en
el desarrollo de obesidad y resistencia a la insulina y en consecuencia de
diabetes mellitus , existen inconsistencias en los resultados de las funciones
de los dos fenotipos de macréfagos en tejido adiposo (M1 y M2) en modelos
murino y humano. Sin embargo, en términos generales, los estudios mas
recientes sugieren los efectos positivos de la subpoblacion M2 en la
obesidad y DM2 3132
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Figura 15. Proceso inflamatorio cronico de baja intensidad en DM2

En resumen, se puede inferir que la diabetes mellitus comparte con la
presentacion clinica severa de dengue las alteraciones en la respuesta del

sistema inmune innato como la disfuncién del estado proinflamatorio .

Diversos investigadores en el campo del estudio de la infeccion por DENV,
han planteado la posibilidad de que la diabetes mellitus sea un factor de
riesgo para el desarrollo de una presentacion clinica severa de dengue. Htun
y colaboradores publicaron un metaanalisis de pacientes diabéticos
infectados por DENV; en el cual se incluyeron solo 10 estudios de los 32
estudios arrojados inicialmente por la base de datos Pubmed. De los
incluidos en el analisis, cinco estudios fueron casos y controles (Unicamente
un estudio fue basado en dos poblaciones en Brasil)comparando prevalencia
de DM en personas con infeccion aguda sin o con datos de alarma; y los
otros 5 estudios fueron serie de casos en los cuales se caracterizaba
clinicamente a los pacientes diabéticos con manifestaciones clinicas

severas'?. Sin embargo, existen pocos estudios que permitan elucidar una
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via de sefalizacidn implicada en la probable susceptibilidad a desarrollo de
dengue grave en pacientes diabéticos. Podemos citar algunos estudios
como el de Lee y colaboradores en el cual se infectaron células
mononucleares de diabéticos con DENV encontrando un incremento en la
produccion de IL-4 y de IL-10, IL-4 y GM-CSF ( factor estimulador de colonia
de granulocitos-macrofagos) al primer y tercer dia postinfeccion,

respectivamente’®*.

Limonta y colaboradores reportaron los hallazgos de autopsias realizadas a
pacientes que fallecieron por dengue severo y choque por dengue; dentro de
las cuales se encontr6 , a diferencia de las otras muertes, un paciente
diabético con ascitis, alteracion en la serosa intestinal y datos de apoptosis
en las células endoteliales de la microvasculatura™®. Bajo esta premisa, se
han sugerido que el dafio en la microvasculatura de los pacientes diabéticos
puede incrementar el riesgo de extravasacion de liquidos en la infeccién por
dengue; por otro lado, se ha sugerido que la hiperglicemia genera
hipovolemia lo cual eleva el hematocrito ; este es considerado un parametro
de alarma y puede clasificar a los diabéticos como dengue grave sin tener
evidencia clinica de extravasacion de liquidos, por tanto, es muy importante
determinar los lineamientos de administracién de liquidos en pacientes con
comorbilidades vasculares, pero hasta el momento no existen estudios que

definan el tratamiento en pacientes con comorbilidades como DM2.
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CAPITULO Il
JUSTIFICACION

La infeccién por dengue es endémica en nuestro pais, siendo el espectro
clinico variado desde una infeccién asintomatica hasta un cuadro clinico
severo con choque y muerte. Esta variabilidad depende en parte de la base
genética individual que influye en la respuesta a la infeccion ; en particular
en la respuesta del sistema inmune innato, cuyas células son los principales

blancos del virus.

En los ultimos afos , se han publicado estudios que han asociado la
infeccion severa por dengue con algunas comorbilidades como asma,
hipertension arterial, alergias y DM2. Siendo de importancia que esta ultima

enfermedad afecta a 1 de cada 10 mexicanos .

La DM2 y la infeccion por DENV son dos patologias de importancia en salud
publica ; siendo un binomio de presentacion clinica comun en paises en vias
de desarrollo. Por lo que es importante evaluar los efectos moleculares de la
infeccion sobre el contexto de una enfermedad crénico degenerativa que
puedan estar implicados en la resolucion de la infeccion y le confieran a los
pacientes susceptibilidad de progresion a una presentacion clinica severa de

dengue.
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CAPITULO IV
OBJETIVOS

4.1. Objetivo general
Evaluar la regulacion de la expresion de la enzima iINOS en células
mononucleares, de sujetos sanos y pacientes con diagnostico de DM2,

infectadas con DENV 2 prototipo y de aislados virales de pacientes.

4.2. Objetivos especificos

1. Evaluar in vitro la capacidad infectiva del DENV2 prototipo y de
aislados virales de pacientes en células mononucleares de sujetos

sanos.

1. Investigar la existencia de una regulacién transcripcional de iINOS en
células mononucleares de sujetos sanos infectadas con DENV 2

prototipo y de aislados virales de pacientes.

2. Comparar la expresion de iNOS en células mononucleares aisladas de
pacientes con DM2 y sujetos sanos infectadas con DENV 2 prototipo y

cepas virales aisladas de pacientes.

3. Cuantificar y comparar los niveles de la enzima iINOS en células
mononucleares aisladas de voluntarios sanos y pacientes con DM2

infectadas con distintas cepas virales .
4. Evaluar la regulacion de la expresion de iNOS en una linea celular

establecida, empleando células Huh7 infectadas con DENV2 para

determinar si el efecto es tejido-especifico
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CAPITULO V
MATERIALES

5.1. Lugar de realizacion

Este trabajo se realiz6 en el Laboratorio de Infectologia Molecular del
Departamento de Bioquimica y Medicina Molecular de la Facultad de

Medicina de la Universidad Autéonoma de Nuevo Ledn.

5.2. Reactivos
Obtencion de sangre periférica
* Heparina inyectable 1000 Ul/mL . PiSA.

Aislamiento de células mononucleares
* Histopaque 1077 . Sigma Aldrich. Cat. 10771
* Solucion buffer de fosfatos (PBS) 1X

Cultivo celular

* El cultivo primario de células mononucleraes se llevé a cabo en una
campana de flujo laminar BSL-2 con filtros HEPA (Marca NUAIRE).
Para el mantenimiento del cultivo primario se utilizé medio de cultivo
Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 (Caisson) , L- Glutamina
(200 mM; 100X), suero bovino fetal (SBF), solucion de antibiotico
penicilina-estreptomicina (100 Ul/mL de penicilina G de sodio y 100
Mg/mL de sulfato de estreptomicina) y solucion de aminoacidos no
esenciales (10 mM; 100X), todos de la marca GIBCO-BRL (Grand
Island, N.Y.).
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El cultivo de la linea celular C6/36 se realizé en una campana de flujo
laminar BSL-2 con filtros HEPA (Marca Lumistell). Para dar
mantenimiento a la linea celular se empled medio de cultivo Leibovitz
(L-15), solucién de aminoacidos no esenciales para medio minimo
esencial de Eagle (100X), solucion de antibiético-antimicético (100X;
Penicilina-Estreptomicina-Anfotericina B) y bicarbonato de sodio al
7.5% esterilizado por membrana, todos de la marca In vitro, S.A.
(México, D.F.). Para suplementar el medio se utilizé suero bovino fetal
(SBF) de la marca Hyclone.

Los procedimientos de cultivo celular para la linea Huh7 parental se
llevaron a cabo en una campana de flujo laminar BSL-2 con filtros
HEPA (Marca NUAIRE). Para el mantenimiento de la linea celular
Huh7 se utilizé medio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Advanced (Advanced-DMEM), L- Glutamina (200 mM; 100X), suero
bovino fetal (SBF), Tripsina-EDTA (0.25%), solucion de antibidtico
penicilina-estreptomicina (100 Ul/mL de penicilina G de sodio y 100
Mg/mL de sulfato de estreptomicina) y solucion de aminoacidos no
esenciales (10 mM; 100X), todos de la marca GIBCO-BRL (Grand
Island, N.Y.).

Para los lavados de las células se empled una soluciéon buffer de
fosfatos (PBS) 1X.

Para la congelacién de lineas celulares se utilizé dimetilsulféxido
(DMSO, Sigma Aldrich).

Recuento celular

Para la caracterizacion de células mononucleares se empled
colorante Giemsa (CTR Scientific 06468)

Para realizar el recuento celular se empled el colorante vital azul
tripano 0.4% (GIBCO-BRL,Grand Island, N.Y.) y liquido de Turk.
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Infeccion viral de cultivos celulares.

Para la infeccion de células C6/36, CMN y Huh7 parental con DENV

se emplearon los mismos reactivos descritos en el apartado de cultivo

celular.

Ensayo de viabilidad celular

Kit Cell Proliferation | (MTT) (Roche®)

Extraccion de RNA

Para la extraccion de RNA de cultivo primario de células
mononucleares se empled el kit de extraccion RNAeasy Mini kit
(Qiagen® Catalog No. 74106) y B-mercaptoetanol.

Para la extraccion de RNA total a partir de células C6/36 y Huh7
parental se empleé el reactivo TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA),
cloroformo (Fischer Scientific, New Jersey, USA), Etanol (Merck,
Darmstadt, Alemania), isopropanol (Fischer Scientific, New Jersey,
USA) e RNaseOUT (Invitrogen,Carlsbad, CA, USA).

Todas la soluciones acuosas se prepararon con agua ultrapura
tratada con el inhibidor de RNAsas Dietilpirocarbonato (DEPC, Sigma
Aldrich).

Retrotranscripcion (RT)

Para la sintesis del DNA complementario a partir de RNA total se
utilizé la enzima RT-MMLV, Buffer RT 5X, Random primers, Ditiotreitol
(DTT), desoxirribonucledtidos trifosfatados (dNTPs) e inhibidor de
RNAsas todos de la compania Invitrogen (Carlsbad, CA, USA).
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Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La amplificaciéon del cDNA se realiz6 utilizando la enzima Tag DNA
Polymerase recombinante, buffer 10X para PCR sin Mg*? y cloruro de
magnesio 50 mM de la compainiia Invitrogen (Carlsbad, CA, USA).

Los primers utilizados para serotipificacion de aislados virales de
DENV (D1, D2, TS1, TS2, TS3 y TS4)fueron de la compafia
Invitrogen (Carlsbad, CA, USA).

Los primers de iNOS fueron de la compafiia Invitrogen (Carlsbad, CA,
USA)

Los primers empleados para identificacion de RPS18 de la compafiia

BioCorp.

Inmunohistoquimica.

Kit ImmPACT™ DAB EqV Peroxidase substrate (Vector
Laboratories®) utilizando como anticuerpo primario el Anti-Flavivirus
Group Antigen Antibody, clone D1-4G2-4-15 (EMD Millipore

Corporation, Germany) siguiendo las indicaciones del proveedor.

Ensayo de inmunofluorescencia

Kit Human Total iINOS cell-Based ELISA (R&D Systems®) siguiendo

las indicaciones del proveedor.

5.3. Materiales

Uso general

Pipetas seroldgicas de 5 mL. Marca Corning. Cat. 4487.

Pipetas seroldgicas de 10 mL. Marca Corning. Cat. 4488.

Tubos falcon de 15 mL. Marca Corning. Cat. 430053.

Tubos falcon de 50 mL. Marca Corning. Cat. 430291.

Puntillas desechables blancas (10 pL). para micropipeta Marca

Axygen.
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* Puntillas desechables amarillas (200 pyL) para micropipeta. Marca
Axygen.

* Puntillas azules (1 mL) para micropipeta. Marca Axygen.

Obtencion de sangre periférica
* Aguja 0.8 x 38mm . BD Vacutainer PrecisionGlide. Ref 360213
* Aguja 0.7 x 30 mm. Terumo 0197
* Jeringas sin aguja de 20 mL.Terumo SS+20LM
* Tubos Vacutainer 6 mL . BD Vacutainer. Ref. 368175

Cultivo celular

 Botellas para cultivo celular de 25 cm?.

a) Con filtro. Marca Corning. Cat. 430639.

b) Con tapa de rosca. Marca Corning. Cat. 430168.
 Botellas para cultivo celular de 75 cm?.

a) Con filtro. Marca Corning. Cat. 430641.

b) Con tapa de rosca. Marca Corning. Cat. 430199.
* Raspadores celulares de 25 cm. Marca Corning. Cat. 3010.
* Pipeta pasteur. Marca Corning. Cat. 101001440.
* Placas para cultivo celular de 6 pozos. Marca Corning. Cat. 3506.
* Placas para cultivo celular de 24 pozos. Marca Corning. Cat. 3526.
* Placas para cultivo celular de 96 pozos . Marca Corning . Cat.3527
* Placas de cultivo celular de 96 pozos negras con fondo claro . Marca

Corning .Cat. 3603

Congelacion de células
* Crioviales de 2 mL. Marca Corning. Cat. 430659.

Infeccion viral de cultivos celulares
* Placas para cultivo celular de 6 pozos. Marca Corning. Cat. 3506.

* Placas para cultivo celular de 24 pozos. Marca Corning. Cat. 3526.

41



* Placas para cultivo celular de 96 pozos fondo claro. Marca Corning.
Cat. 3527

* Placas de cultivo celular de 96 pozos negras con fondo claro . Marca
Corning .Cat. 3603

Extraccion de RNA total
* Microtubos de 1.5 mL. Marca Axygen. Cat. MCT-150-C.
* Microtubos de 2 mL. Marca Axygen. Cat. MCT-200.

Técnicas moleculares (RT, PCR, qPCR)

*  Microtubos de 0.2 mL. Marca Axygen. Cat. PCR-02-C1.

* Tubos 6épticos para qPCR (Tiras de 8 tubos) Applied Biosystems. Part.
4323032.

e Tapas Opticas para tubos de gPCR. Applied Biosystems. Part.
4316567 .

* Placas o¢pticas de 96 pozos (0.1mL) MicroAmp . Applied Biosystems.
Part. 4346906

* Agarosa Ultrapure. Marca Invitrogen (Carlsbad, CA, USA).

5.4. Equipo

Equipo médico
* Balanza mas monitor de grasa corporal . Tanita. Modelo UM-081
*  Glucémetro Ultra Mini. OneTouch.

¢ Cinta métrica

Uso general
* Centrifuga clinica. Marca Thermo Scientific. Modelo IEC-CLR30R.
* Centrifuga refrigerada. Marca Heraeus. Modelo Biofuge Primo R.
* Centrifuga . Hermle Labnet. Modelo Z 206 A
* Microcentrifuga. Marca Eppendorf. Modelo 5415D
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Microscopio invertido. Marca Olympus. Modelo CKX41
Microscopio invertido. Marca Leica. Modelo DFC295
Ultracongelador Revco. Marca NUAIRE. Modelo UN-6617A36.
Pipetor Pipet-Aid XP. Marca Drummond. Modelo 4-000-101.
Bafio maria. Marca PRECISION 180.

Micropipetas.

Vortex. Marca Scientific Industries. Modelo Vortex Genie 2 G-560.

Cultivo celular e infeccion de cultivos celulares

Campana de flujo laminar con filtros HEPA. Class Il type A2. Marca
NU AIRE. Modelo NU-425-400.

Incubadora con fuente de CO,. Marca NUAIRE.Modelo UN-4750.
Incubadora sin fuente de CO,. Marca Labnet Microincubator.Modelo
15110.

Bomba de presion y vacio. Marca Daigger. Cat. EF2090G.

Céamara de Neubauer. SUPERIOR

Cubreobjetos 22 x 22mm. Corning. Cat. 2865

Técnicas moleculares (extraccion de RNA total, RT, PCR, qPCR)

Campana de PCR. Marca CBS Scientific Co. Modelo P-036-02.
Termociclador para retrotranscripcion. Marca Applied Biosystems.
Modelo GeneAmp PCR System 9700.

Termociclador para PCR punto final: Marca Eppendorf. Modelo
Mastercycler gradient.

Termocicladores de tiempo real: Marca Applied Biosystems. Modelo
ABI PRISM 7500 fast.

Micropipetas automaticas de 10 y 200 uL. Marca Rainin.

Chemidoc XRS . Biorad.

Fotodicumentador UVP Mini Darkroom. Marca UVP. (Cambridge, UK)
Modelo M-26E.

43



* Espectrofotometro NanoDrop 2000. Thermo Scientific.
* Camara de electroforesis. Marca Owl. Modelo B1A.
* Fuente de poder. Marca Bio Rad. Modelo Power Pac 100.

¢ Horno de micro-ondas. Marca Panasonic.

Ensayo de viabilidade celular y de inmunofluorescencia
* Espectrofotometro. BioTek. Modelo EIx800

* Espectrofotometro GloMax™ Discover System. Promega

5.5. Material biolégico
5.5.1 Cultivo de CMN
Es un cultivo de monocitos y linfocitos de sangre periférica previamente

136 Los monocitos

aislados por gradiente de densidad (Método de Boyum)
son las células blanco inicial de la infeccion por DENV , son células
adherentes y forman una bicapa; por tanto, para obtener un cultivo de
monocitos es imperativo retirar el sobrenadante con los linfocitos no

adheridos.

Figura 16. Fotomicrografia de monocapa de células mononucleares (20X)
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5.5.2. Lineas celulares
A) Linea celular C6/36
La linea celular C6/36 es una clona obtenida de la linea original de Aedes
albopictus establecida por Singh que presenta una alta sensibilidad a la
infeccién por DENV'¥. Algunas cepas de dengue son capaces de producir

efecto citopatico de tipo sincitial en estas células.
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Figura 17. Fotomicrografia de una monocapa de células C6/36 (40X)

Se cultivan en medio MEM Earle o Leibovitz L-15 suplementado al 5-10%
con suero bovino fetal y se incuban a temperatura ambiente (25-28 °C) sin
requerimiento de atmodsfera de CO, y en botellas de cultivo cerradas. Su
subcultivo se realiza semanalmente agitando la botella de cultivo vy
permitiendo que el medio caiga de forma perpendicular a la monocapa
celular (Figura 17), aunque también se pueden raspar con ayuda de un

raspador de hule.
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B) Linea celular Huh7 parental
Huh7 (JTC-39) es una linea celular adherente de hepatocitos diferenciados,

derivados de hepatocarcinoma'®.

o I

Figura 18. Fotomicrografia de una monocapa de células Huh7 parental (40X)

Las células se encuentran inmortalizadas y crecen en monocapas
bidimensionales (Figura 18). Aunque pueden ser cultivadas en ausencia de
suero bovino fetal, tradicionalmente se les cultiva con medio suplementado
con 2 al 10% de SBF y se incuban a 37 °C en atmdsfera con 5% de CO..

Para su subcultivo se desprenden con tripsina-EDTA 0.25%.

5.5.3. Virus

La cepa de DENV prototipo empleada fue Nueva Guinea. Los aislados
virales de pacientes se obtuvieron a partir de sueros virémicos cultivados de
C6/36 y caracterizados molecularmente por RT-PCR con el protocolo de
Lanciotti ; estos aislados de nuestro banco de virus correspondieron al
serotipo DENV?2. Los aislados virales de pacientes fueron identificados como
No. 6870y 17247.
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CAPITULO VI
METODOS

6.1. Estrategia general
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Figura 19. Estrategia general

6.2. Métodos

6.2.1. Aislamiento de células mononucleares (CMN) a partir de
concentrados leucocitarios de donadores de sangre y de sangre
periférica

A partir de 20 mL de sangre periférica heparinizada, se aislaron las CMN
empleando el método de Boyum usando Ficoll-Hypaque (polisucrosa-
diatrizoato de sodio, densidad de1.077 g/mL) y por centrifugacion , se
separaron las células sanguineas por gradiente de densidad . Se recolecto la
capa de CMN que se encuentra entre la fase de suero y ficoll-hypaque. Se
realizaron dos lavados con PBS1X y el pellet se resuspendié en medio RPMI
1640 con SBF10%.
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6.2.2 Cultivo primario de células mononucleares

Las CMN recién aisladas y resuspendidas en RPMI 1640 , se contaron en
camara de Neubauer empleando liquido de Turk (lisa los eritrocitos que
pudieran no haberse separado) e inmediatamente se cultivaron en placas
de 24 pozos (empleadas para extraccion de RNA y ensayos de expresion
génica) a una densidad de 1.2 x 10° células/pozo o en placas de 96 pozos
(empleadas para ensayos de viabilidad celular e inmunofluorescencia) a una
densidad de 2 x 10° células/pozo. Se incubaron a 37°C en atmdsfera con
5% de CO; y posterior a 12 hrs 0 18 hrs (CMN de concentrado leucocitario o
sangre periférica, respectivamente) de adherencia , se retir6 el medio para
eliminar células no adheridas y se sustituyé con medio RPMI 1640 SBF10%

o0 con medio de infeccidon con SBF 7%.

6.2.3 Ensayo de viabilidad celular con MTT

Como parte de la estandarizacion del cultivo primario de CMN se determind
el tiempo de adherencia celular y actividad metabdlica de CMN cultivadas en
placas de 96 pozos (fondo claro) a las cuales se les evalud la viabilidad
celular empleando el Kit Cell Proliferation | (MTT) (Roche®) siguiendo las
instrucciones del proveedor. En este método el 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-
difeniltetrazolio bromuro (MTT) es captado por las células y reducido por la
enzima succinico deshidrogenasa mitocondrial a formazan(insoluble). Esta
reduccion involucra a los cofactors NADH y NADPH. Los cristales de
formazan quedan retenidos en las células y pueden ser liberados mediante
la solubilizacion de las mismos resultando en una solucion coloreada . De
esta forma es cuantificada la cantidad de MTT reducido mediante un método
colorimétrico, cambiando de coloraciéon amarillo al morado. Esta reaccion

fue medida en un espectrofotdmetro a 600nm">°.

La capacidad de las células para reducir al MTT constituye un indicador de la
integridad de las mitocondrias y su actividad funcional es interpretada como

una medida de la viabilidad celular.
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6.2.4. Cultivo de células C6/36

Las células C6/36 se mantuvieron en medio L-15, realizando el subcultivo
cada semana en botellas de 25 cm? para la obtencién de monocapas
semiconfluentes. Se cultivaron en una incubadora seca sin fuente de CO,, a
una temperatura entre 26 a 28 °C. Las células se levantaron de sus botellas

de cultivo por raspado con un scrapper.

6.2.5. Cultivo de células Huh7

Las células Huh7 se mantuvieron en medio de cultivo Advanced DMEM
suplementado al 2% con suero bovino fetal, haciendo el subcultivo cada tres
o cuatro dias a la semana, al alcanzar los cultivos un 90% de confluencia. Se
incubaron a 37°C bajo atmdsfera humeda con 5% de CO,. Las células se
levantaron de sus botellas de cultivo empleando tripsina a 37°C y después
neutralizando la actividad de la enzima con una proporcion 1:1 con medio

Advanced DMEM con 2% de suero bovino fetal.

6.2.6. Infeccion de cultivos celulares con DENV.

Cultivo primario de células mononucleares: a las 12 hrs de adherencia
(células aisladas de concentrados leucocitarios) 6 18 hrs de adherencia
(células aisladas de sangre periférica) se retird6 el medio de la monocapa y
se sustituyé con medio RPMI 1640 con 7% SBF conteniendo DENV2
prototipo o aislados virales de pacientes , se incubd a 37°C por una hora
para la adsorcion de particulas virales. Posterior a este lapso se completd

con medio de infeccidn y se permitié la infeccion por 24 horas.

Lineas celulares: las monocapas semiconfluentes se lavaron con PBS1X, el
cual después fue removido por aspiracion. EI medio de cultivo se sustituyo
con medio para infeccién (L-15 2% SBF para la linea C6/36 y ADMEM 1%
SBF para la linea Huh7). El volumen de medio colocado antes de depositar
la alicuota viral fue de 2 mL, de tal forma que cubriera la monocapa celular.

Después de colocar suavemente la alicuota del aislado viral infeccioso, se
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homogenizé realizando movimientos circulares para distribuir las particulas

virales en toda la superficie de cultivo.

Las células se incubaron a 37°C durante una hora para permitir la adsorcién
de las particulas virales. Se permiti6 la infeccion viral por 15 dias
aproximadamente para las células C6/36 (ver preparacion de stock viral) y
48 hrs para ensayos en células Huh7 parental, manteniendo el cultivo a 25-
27°C para la linea C6/36 y a 37°C con atmésfera humeda con 5% de CO; en

el caso de la linea Huh?.

6.2.7. Preparacion de stock viral

Los cultivos de C6/36 infectados con DENV se rasparon con ayuda de un
scrapper. Una vez removido todo el material adherido a la superficie de la
botella de cultivo, se realizarén alicuotas de 180 ul y se almacenarén a -80
°C.

6.2.8. Extraccion de RNA total por el método de Chomcynski y Sacchi'*®
La extraccion de RNA tanto de aislados virales como de células Huh7
parental se realizé con el reactivo TRIzol (Ver Seccion de Técnicas vy

Protocolos).

6.2.9 Extraccion de RNA por columna

Para la extraccion de RNA de CMN se empleé el kit de extraccion RNAeasy
Mini kit (Qiagen®) con dos modificaciones . Primera, se empleé frio el
reactivo RLT y se aplicé directo a cada pozo (placa de 24 pozos) 150 ul del
mismo. Segundo, el RNA obtenido se resuspendié en 20 ul de RNA free

water (Ver Capitulo XI).

50



6.2.10. Retrotranscripcion (RT-MMLV)
Una vez realizada la extraccion del RNA total, este fue cuantificado mediante
espectrometria y posteriormente sujeto a retrotranscripcion utilizando la

enzima MMLV. Se prepar¢ la siguiente mezcla de reaccion:

Reactivo Volumen
Random primer 10X 1L
RNA 5puL
Agua DEPC 6.5 uL
Volumen total 11.5 uL

Tabla 2. Condiciones de reaccion para la retrotranscripcion(Primer mezcla)

Una vez preparada esta primera mezcla, se introdujeron los tubos al
termociclador para incubarlos a 72 °C durante 10 minutos. Mientras tanto, se

preparo la siguiente mezcla de reaccion:

Reactivo Volumen
Buffer RT 5X 4 uL
DTTO0.1 M 2 uL
RNAse out 0.5uL
dNTPs 10 mM 1L
RT-MMLV 200U/mL 1L
Volumen total 8.5uL

Tabla 3. Condiciones de reaccion para la retrotranscripcion

(Segunda mezcla)

Transcurrido el tiempo de incubacién de los tubos en el termociclador, se
incubaron durante 3 minutos en hielo y se afadieron los 8.5 uL de la
segunda mezcla de reaccion por cada tubo. Posteriormente se continu6 con

el siguiente programa en el termociclador:
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Paso Temperatura Tiempo
1 25°C 10 minutos
2 37 °C 60 minutos
3 94 °C 5 minutos
4 4°C 10 minutos

Tabla 4. Programa de reaccién de RT

Terminado el programa, los tubos conteniendo cDNA se almacenaron a -
20°C.

6.2.11. Confirmacion molecular y serotipificacion de dengue.

El protocolo de Lanciotti'*!

para serotipificacion del virus del dengue consiste
en una retrotranscripcion seguida de una amplificacion del cDNA para la
obtencion de amplicones con tamano distinto para realizar una

serotipificacion diferencial dependiendo del DENV presente.

Posicién
Primer Secuencia en el Amplicén (bp)
genoma
D1 TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG 134-161
D2 TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC 616-644 o171 (b1-b2)
TS1 CGTCTCAGTGATCCGGGGG 568-586 482 (D1-TS1)
TS2 CGCCACAAGGGCCATGAACAG 232-252 119 (D1-TS2)
TS3 TAACATCATCATGAGACAGAGC 400-421 290 (D1-TS3)
TS4 CTCTGTTGTCTTAAACAAGAGA 506-527 392 (D1-TS4)

Tabla 5. Secuencia de primers empleados para la PCR de Lanciotti
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PCR D1-D2 PCR D1-TS
Reactivo y concentracion Volumen Reactivo y concentraciéon Volumen
(bL) (bL)
Agua Mili Q 13.8 uL Agua Mili Q 12.2 uL
Buffer PCR 10X 2L Buffer PCR 10X 25 L
MgCl, 50 mM 1.5uL MgCl,; 50 mM 1.5 uL
dNTPs 10 mM 0.5 pL dNTPs 10 mM 0.5 pL
Primer D1 10 uM 0.7 uL Primer D1 10 uM 1L
Primer TS1 10uM 0.7 uL Primer TS1 10 uM 0.5uL
Taq polimerasa 0.3 uL Primer TS2 10 uM 0.5uL
cDNA 5uL Primer TS3 10 uM 0.5uL
Volumen total 25 uL Primer TS4 10 uM 0.5uL
Taq polimerasa 0.3 uL
cDNA 5uL
Volumen total 20 uL

Tabla 6. Condiciones de reaccion para la deteccién molecular de DENV

Los productos amplificados se verificaron por medio de una electroforesis en
gel de agarosa al 2% tefiido con bromuro de etidio. Los geles se corrieron a

100 V durante una hora.

Paso Temperatura Tiempo
1 94 °C 5 minutos
2 94 °C 1 minuto
3 60 °C 40 segundos
4 72 °C 40 segundos
5 Ir al paso 2, 40 veces
6 72 °C 10 minutos
7 4°C Esperar

Tabla 7. Programa de reaccion para la deteccién molecular de DENV
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6.2.12. Inmunohistoquimica

Para confirmar la infeccion por DENV en el cultivo primario de CMN, se
realizé6 inmunohistoquimica con el Kit ImmPACT™ DAB EqV Peroxidase
substrate (Vector Laboratories®) siguiendo las indicaciones del proveedor.,
utilizando como anticuerpo primario el Anti-Flavivirus Group Antigen
Antibody, clone D1-4G2-4-15 (EMD Millipore Corporation, Germany), a una
dilucion 1:3000 (ver Capitulo Xl).

6.2.13. Deteccion molecular de iNOS (PCRy qPCR)

A partir de 1000 ng de cDNA de CMN (24 h.p.i) y Huh7 (48 h.p.i.) infectadas
con DENV2 prototipo y aislados virales de pacientes se realizé el analisis
cualitativo y cuantificacion de iNOS por PCR punto final y RT-qPCR,
respectivamente. Se empleo el siguiente par de primers : Primer Forward:
5-CCC TTT ACT TGA CCT CCT AAC-3'. Primer Reverse: 5-AAG GAA TCA
TAC AGG GAA GAC-3’ que amplifica para un fragmento de 290pb.

Para el analisis cualitativo se seleccioné 58°C como temperatura de
alineamiento y los productos amplificados fueron analizados mediante

electroforesis en gel de agarosa al 1.2% tefiido con bromuro de etidio.

Para la cuantificacion de iINOS se emple¢ el sistema ABI PRISM 7500 FAST
(Applied Biosystem) , SybrGreen y reactivos TagMan Master Mix . Se
amplificd a 50° C por 2 min y a 95°C durante 10 min. Se seleccionaron 40
ciclos (cDNA de CMN) y 45 ciclos (cDNA Huh7 parental) a 95° C por 15 seg

y 60° C durante 60 seg. Se emple6é como control el gen endégeno RPS18.

6.2.14. Inmunofluorescencia para cuantificacion de iNOS

A partir de las CMN y Huh7 parental cultivadas e infectadas en placas de 96
pozos negras con fondo claro al término de 24 h.p.i (para CMN) y 48 h.p.i
(para Huh7 parental) se llevd a cabo la reacciéon de inmunofluorescencia
como lo indica el proveedor del kit Human Total iINOS cell-Based ELISA

(R&D Systems®) el cual permite la medicion de fluorescencia emitida por la
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reaccion siendo proporcional a la cantidad de proteina en las células.
Simultaneamente se mide iINOS y GAPDH empleando diferentes canales en
el detector de fluorescencia. Para la deteccibn de los niveles de
fluorescencia se empled el equipo GloMax Discover, Promega; el cual
permite la lectura de fluorescencia en multiples canales; se realizd un
protocolo con los siguientes filtros de emisidn y excitacién : para lectura de
fluorescencia de iINOS fue 580-640 nm (emisidn) y 520 nm (excitacion); y
para la lectura de fluorescencia de GAPDH fue 415-445 nm (emision) y 365

nm (excitacion).

6.2.15. Analisis estadistico

Los datos obtenidos se representaron como promedios * desviacion
estandar (DS) y se analizaron por analisis de varianza (ANOVA). El criterio

para la significancia estadistica fue p<0.05.
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CAPITULO VII
RESULTADOS

7.1. Aislamiento de CMN a partir de concentrados leucocitarios y
sangre periférica

Se empled el método de Boyum en el cual se usa un medio separador que
contiene polisucrosa y diatriazoato de sodio (Histopaque®) que permite la
separacion de los componentes celulares por gradiente de densidad (Figura
20). Se probaron distintas proporciones de Histopaque con sangre periférica
y diferentes velocidades de centrifugaciéon encontrandose una separacion

completa empleando una proporcion 1:1(Histopaque:sangre periférica).

Figura 20. Separacion de células sanguineas con polisucrosa-diatriazoato de sodio .
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Se estandariz6 que a partir de 20 mL de concentrado leucocitario (EDTA) se
puede obtener entre 50-75 x 10° células y a partir de 20 mL de Sangre
periférica (Heparina sddica) entre 13-15 x 10° células.

De tal forma, que para la estandarizacién del cultivo primario se emplearon
células obtenidas de concentrado leucocitarios con la finalidad de tener

disponible un mayor numero de células por ensayo.

7.2. Caracterizacion del cultivo primario de células mononucleares

Una vez aisladas las CMN de concentrados leucocitarios de donadores
sanos se evaluo la viabilidad celular con azul tripan y ademas se emple¢ el
liquido de Turk para producir lisis de eritrocitos y asi contar unicamente las

células mononucleares (Figura 21).

Figura 21. Fotomicrografia de CMN tednidas con liquido de Turk (10X)

Se realizarén retos metabdlicos preparando el medio de cultivo RPMI 1640
Caisson ® con L-glutamina a diferentes pH, cantidades de SBF vy
aminoacidos no esenciales . Se observd que es imperativo ajustar el ph del
medio a condiciones fisiolégicas (a diferencia de lo que el proovedor
recomienda) entre 7.35-7.45 , ya que a ph menor a este rango las CMN no
se adherian y a un pH mayor las células comenzaban a diferenciarse a otra

estirpe celular. Por otro lado, se realizaron ensayos con diferentes
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porcentajes de SBF (5%, 7% y 10%) encontrandosé que al suplementar
entre 7-10% las células se mantenian adheridas y sin diferenciarse; sin
embargo, con SBF 10% un mayor numero de células se mantenia adheridas

y tardaban mas tiempo en presentar cambios morfoldgicos .

Las células mononucleares son adherentes , de manera que es importante
retirar el medio en un momento éptimo con el fin de eliminar las células no
adheridas y continuar con el cultivo primario de las células adheridas. Por
tanto, se determind el tiempo de adherencia celular empleando ensayos de

viabilidad en placas de 96 pozos usando el reactivo MTT (Figura 22) .

Figura 22. Placa de ELISA mostrando el ensayo de MTT en CMN. Una mayor intensidad de
color purpura esta relacionada con una mayor cantidad de células viables con un

metabolismo activo.

Se cultivaron CMN a diferentes densidades celulares y se retiré el medio a
diferentes tiempos para encontrar el tiempo 6ptimo de mayor viabilidad de
células adheridas. Se encontré que el tiempo Optimo para tener una
viabilidad de entre 90-95% de las células adheridas era de 12 hrs para una
densidad celular de 1.5 — 2 x 10° células/pozo (Figura 23).
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Figura 23. Ensayo de viabilidad celular y adhesion celular en CMN posterior al retiro de

medio de cultivo a diferentes tiempos (hrs).

Una vez que decidimos el numero de células a cultivar y el tiempo de retiro
de medio para trabajar unicamente con las células adheridas
metabdlicamente activas, se realizd en placas de 96 pozos un ensayo de
viabilidad en CMN de dos donadores sanos (2 x 10° células/pozo )y a la par
se cultivarén CMN de cada donador en formato de 24 pozos (1.2 x 10°
células/pozo) para realizar la caracterizacion morfolégica celular.
Encontramos que para poder trabajar con al menos 80% de viabilidad
celular , el tiempo Optimo después de plaquear era hasta 36 hrs, de manera

que se considerd realizar los ensayos antes de este tiempo (Figura 24).

100%
90%

80% 200000 cel/pozo
70% (Donador 1)

60%
50%
40%
30%
20%

= 200000 cel/
pozo(Donador 2)

% células viables

10%
0%

12hrs 24 hrs 36 hrs 48 hrs

Figura 24. Ensayo de viabilidad celular con retiro de medio a las 12hrs
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En relacion a la caracterizacion celular, podemos observar que dentro de las
primeras 36 hrs las células son redondas, birrefringentes y forman una
bicapa (Figura 25A); para corroborar que las células en cultivo eran
monocucleares se realizé tincion de Giemsa y se observo bajo un objetivo de
inmersion encontrando células con nucleo arrifonado de aproximadamente
15 pm correspondientes a monocitos (Figura 25B) y células mas pequenas
con un nucleo que abarca aproximadamente el 90% del citoplasma
correspondiente a linfocitos (Figura 25B). A partir de las 48 hrs en cultivo las
células incrementaban su tamafo y comenzaban a formar prolongaciones
citoplasmaticas (Figura 25C) y para las 96 hrs observamos células con
morfologia fibroblastoide ,estos cambios asociados a diferenciacién a otra
estirpe celular (Figura 25D). Con base en la caracterizacion y en lo ya
encontrado en los ensayos de viabilidad celular se reafirmé que era
importante realizar los ensayos de infeccion durante las primeras 36 hrs
posterior al plaqueo celular para trabajar con el mayor numero de células

viables y sin diferenciacion.
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* 37°C con 5% CO;

Figura 25. Caracterizacion del cultivo primario de CMN

Fotomicrografia de cultivo primario de CMN (40X). Imagen caracteristica en las primeras 36
hrs de cultivo. B) Fotomicrografia de CMN tefiidas con Giemsa (100X). C) Fotomicrografia
de CMN entre las 48-72 hrs de cultivo(40X). D) Imagen caracteristica de CMN a partir de las
96 hrs de cultivo (40X).

7.3. Preparacion de stock viral para ensayos de infeccion

De forma simultanea a la estandarizacién del aislamiento de CMN vy
caracterizacion del cultivo primario de CMN ; se sembraron e infectaron
células C6/36 con virus prototipo y cepas aisladas de pacientes de nuestro
banco de virus . Se realiz6 la evaluacion del efecto citopatico por
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microscopia(Figura 26), asi como la caracterizacion molecular de cada

cosecha viral por RT-PCR.

*27°C sin fuente externa de CO»,

Figura 26. Cultivo de DENV en células C6/36. A) Fotomicrografia de células C6/36 sin
infeccion (40X). B) Fotomicrografia de células C6/36 infectadas con DENV2 prototipo (40X).

Se permitié la infecciéon por 15 dias en promedio . Tras lo cual se cosechod
con scrapper y se alicuotaron en volumenes de 180 pL. Posterior a la
congelacion, ninguna alicuota se descongelé en una sola ocasion para su
evaluacion molecular o para emplearlas en los ensayos de infeccion celular.

No se almacenaron aislados previamente usados.

De las alicuotas realizadas, se extrajo RNA total para su caracterizacion
molecular empleando la primera PCR (D1-D2) del protocolo de amplificacion
de Lanciotti. El par de primers empleados amplifican para una regién
consenso del genoma viral de 511 pb, no se analizé si habia coinfecciones
con otro serotipo viral ya que los virus amplificados fueron caracterizados
previamente y forman parte de nuestro banco de virus. En este punto se
decidio trabajar para los ensayos de infeccion con la cosecha 2 de DENV2
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prototipo , las cosechas 1 y 2 del aislado viral 6870 y la cosecha 1 del
aislado viral 17247 (Figura 27).

1000 pb

100 pb

MWM 1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 27. Evaluacion molecular de DENV2 prototipo y aislados virales de pacientes . MWM:
marcador de peso molecular (100-1000 pb), 1: control negativo, 2: cosecha 1 DENV2
prototipo, 3: cosecha 2 DENV2 prototipo, 4: cosecha 3 DENV2 prototipo, 5: cosecha 1

aislado viral 6870, 6: cosecha 2 aislado viral 6870, 7: cosecha 1 aislado viral 694, 8:

cosecha 1 aislado viral 17247 .

7.4. Caracterizacion de células mononucleares infectadas con DENV2

Una vez que se obtuvo el stock viral se realizaron ensayos de infeccion con
DENV2 prototipo previamente titulado . Se infecté el cultivo primario de CMN
(placa de 24 pozos) de donadores sanos con diferentes volumenes de
aislado viral empleandose 25 ,10 y 4 uL del aislado correspondientes a
3750 ,1500 y 600 particulas virales, respectivamente. Se realizé la
caracterizacion de las células infectadas observando destruccion de la

bicapa, pérdida de la morfologia celular y desprendimiento celular . Se eligié
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la infeccién con 1500 particulas virales (10 yL) ya que el 50% de las células

tenian caracteristicas de infeccion (Figura 28 ).

Figura 28. Fotomicrografia de CMN a las 24 h.p.i. con DENV2 (40X). A)Micrografia de
CMN sin infeccién. B) Micrografia de CMN infectadas con 3,750 particulas virales (25 uL). C)
Micrografia de CMN infectadas con 1,500 particulas virales (10 yL). D) Micrografia de CMN

infectadas con 600 particulas virales (4 pL).

7.5. Evaluacion de la capacidad infectiva de DENV2 prototipo y aislados
virales de pacientes

Finalmente, con los aislados virales caracterizados se realizo el ensayo de
infeccion con 1500 particulas virales y el ensayo de inmunohistoquimica a
las 12 y 24 h.p.i. para evaluar la capacidad infectiva de los aislados virales
obtenidos. Se empled el Kit InlmPACT™ DAB EqV Peroxidase substrate
(Vector Laboratories®) en conjunto con el anticuerpo primario dirigido contra
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envoltura de Flavivirus (4G2). Se encontré6 que con el DENV2 prototipo
generé en CMN una respuesta positiva a la IHQ mas intensa que los virus
aislados de pacientes e incluso cambios evidentes en la morfologia celular
con agrandamiento celular y pérdida de la estructura de la membrana celular
(Figura 29B y 29C). De esta forma comprobamos que los virus de nuestro
banco y amplificados en células C6/36 tienen la capacidad de infectar e

inducir efecto citopatico en el cultivo primario de CM .

Figura 29. Inmunohistoquimica de CMN infectadas (24 h.p.i) con DENV2 prototipo y
aislados virales de pacientes marcadas con anticuerpo 4G2. A ) Micrografia de CMN sin
infeccion. B y C) Micrografia de CMN infectadas con DENV2 prototipo. D) Micrografia de

CMN infectadas con aislado de paciente 6870. E) Micrografia de CMN infectadas con

aislado de paciente 17247.

65



7.6. Evaluacion de la regulacion transcripcional de iNOS en células
mononucleares de sujetos sanos infectadas con DENV 2 prototipo y
aislados virales de pacientes.

A partir de CMN aisladas de concentrados leucocitarios de diferentes
donadores se cultivaron las células a una densidad de 1.2 x 10° cel/pozo en
placas de 24 pozos , se permitieron 12 hrs de adherencia y se retiré el medio
sustituyéndolo con medio de infeccion RPMI 1640 7% SBF con DENV2
prototipo, aislado viral 6870 6 aislado viral 17247. Se infectd por 24 horas y
al término de este tiempo se realizé extraccion de RNA empleando TRIzol;
sin embargo, el rendimiento y calidad de RNA era muy baja por lo que se
decidi6 realizar la extraccion con el kit RNAeasy Mini kit (Qiagen®) bajo las
consideraciones previamente descritas. Se verificd la cantidad de RNA por
espectrofotometria empleando el equipo Nanodrop obteniendo un
rendimiento promedio de 50-70 ng/uL para células no infectadas y para
infectadas entre 30-60 ng/uL; con un valor de 260/280 entre 1.8-2 .

Se realizo6 la retrotranscripcion de 300 ng de RNA para obtener un promedio
de 900-1000 ng/ puL de cDNA.

Para la cuantificacion de RNA de iNOS , en primer lugar, se estandarizaron
las condiciones de reaccion de los primers por PCR en punto final
empleando 1000 ng de cDNA y realizando un gradiente de MgCl, (Tabla 8)
obteniendo un amplicon de 290 pb que fue analizado mediante electroforesis

en gel de agarosa al 1.2% tefiido con bromuro de etidio (Figura 30).
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1X

Agua MiliQ ——meee-

Buffer 10X 2 uL
300pb dNTPs 0.5 pL

MgCl, 25mM 1.2uL

Primer Fw 10uM 1uL

Primer Rv 10uM 1uL
100pb

TaqPol 0.3uL

DMSO 1uL

cDNA 1000 ng

MWM 1 2 3
Total 20 uL
*Agarosa 1.2%

Figura 30. Estandarizacién de PCR punto final de INOS en CMN de 24 hrs de adherencia.
Fotografia de gel de agarosa al 1.2% con gradiente de MgCl, evidenciando el amplicon de
290pb correspondiente al gen de iINOS. MWM: marcador de peso molecular, 1: control
negativo, 2: TmM MgCl,  3: 2 mM MgCl;,

Tabla 8. Condiciones de reaccion para PCR punto final de INOS

Posteriormente , se estandarizaron las condiciones de reaccion para gPCR
empleando SybrGreen. En primer lugar, se realizd una curva de eficiencia a
diferentes concentraciones de cDNA (400 ng, 80 ng, 16 ng) obteniendo una
R? de 0.99 (Figura 31). Se emplearén las condiciones de reaccién de la

Tabla 9 empleandosé como gen enddgeno la proteina ribosomal S18.
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Figura 31. Curva de eficiencia RT-gPCR iNOS

SYBRgreen 10 yL
Primer Fw 10uM (iNOS/RPS18 ) 1L
Primer Rv 10uM (iNOS/RPS18) 1uL
Agua DEPC

cDNA 1000 ng

Tabla 9 .Condiciones de la reaccion de RT-gPCR para iNOS y RPS18 empleando
SybrGreen

Una vez realizada la estandarizacion de la reacciéon de gPCR , se realizaron
ensayos de infeccion con las distintas cepas virales de DENV2 en cultivos
primarios de CMN de donadores sanos y para el término de 24 h.p.i se
extrajo el RNA total y se cuantificé el RNA de iNOS por qPCR . Para el
analisis de expresion génica se empleé el método AACt usando el gen

RPS18 como control.
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Con este ultimo ensayo se encontré que en las CMN existe una expresion
diferencial de iINOS entre individuos infectados con diferentes cepas virales
de DENV2 existiendo una mayor expresion de iNOS con la infeccién por el
DENV2 prototipo (Figura 32).

MRNA iNOS
2
1.5 o =] CONTROL
2 ,;%%g %ﬁ % CM DONADOR
’ZT e %g JCM DONADOR
g A
g Sa
3 o
T
R
B i g
0 R R
DENV2 6870

24 h.p.i

Figura 32. Evaluacion de la expresién transcripcional de iNOS en células mononucleares de

donadores sanos

7.7. Evaluacion de la expresion génica de iNOS en células
mononucleares aisladas de pacientes con DM2 y sujetos sanos
infectadas con DENV 2 prototipo y cepas virales aisladas de pacientes.
Para los siguientes ensayos se reclutaron sujetos sanos y diabéticos durante
el mismo periodo estacional (Agosto-Septiembre 2016) previo al inicio de la
temporada de alta incidencia de infeccién por DENV. Se incluyeron sujetos
sanos y diabéticos tipo 2 en tratamiento con insulina y/o hipoglucemiantes
orales , de edades comprendidas entre 40 a 65 afios de edad para ambos
grupos. Para cada grupo (control /casos) se reclutaron 12 sujetos. Se
realiz6 una historia clinica y exploracion fisica completa incluyendo datos

antropométricos basicos (peso y talla), porcentaje de grasa corporal, indice
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de masa corporal, indice de cintura/cadera, mediciones de pliegues
cutaneos , mediciones de signos vitales y estudios bioquimicos recientes
(Hemoglobina glucosilada ,HbA1) ; asi como una glucometria capilar previo
a la toma de sangre periférica. La HbA1 es una heteroproteina de la sangre
que resulta de la unidén de la hemoglobina (Hb) con glucidos unidos a
cadenas carbonadas con funciones acidas en el carbono 3 y el 4. Su
medicion es utilizada en la diabetes para saber si el control que realiza el
paciente sobre la enfermedad ha sido adeuado durante los ultimos tres o
cuatro meses.Un valor menor a 7 reduce considerablemente el riesgo de

padecer enfermedades micro y macrovasculares'*.

La edad media de los sujetos de estudio fue de 51 afios. El 92% de los
sujetos tuvd sobrepeso y/o obesidad con base en su porcentaje de grasa
corporal medida por bioimpedancia. La glicemia capilar al momento de la
toma de la muestra de sangre periférica fue <115 mg/dl para los sujetos
sanos. En el caso de los diabéticos, la mayoria (58%) presentaba glicemia
<200 mg/dl (promedio 120 mg/dl) con HbA1 menor de 7 ; un 33% de los
diabéticos presenté glicemia capilar al momento del estudio >400 mg/dl con
HbA1 por arriba de 10. Solo 3 pacientes diabéticos reciben insulina de los
cuales uno pertenecia al grupo de diabéticos con glicemia capilar >400 mg/dI;
el resto de los diabéticos emplean algun hipoglucemiante oral para su control
siendo la metformina la mas frecuentemente administrada. El binomio de
comorbildad mas frecuente (66%) fue DM2 e hipertension arterial (Tabla 10).
Es importante mencionar que dos pacientes diabéticos con adecuado control
glicémico tienen antecedente de enfermedad coronaria aguda (angina de

pecho) con antecedente de bypass coronario de al menos 5 anos .
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Todos los|Voluntarios sanos|Diabéticos
pacientes(n=24)((n=12) (n=12)

Edad, media (IQR) 51 (36-65) 45(40-61) 56(40-65)
Género(M/F) 18/6 12/0 6/6
Enfermedades cronico degenerativas

HTA 12 = 12

Cardiopatias 2 - 2

Vasculares 1 = 1

Dislipidemia 5 - 5
IMC

<30 14 9 5

>30 10 3 7
% Grasa corporal

Normal 2 2 0

Sobrepeso 12

Obesidad 10
Glucosa

<200 mg/dl 19 12 7

200-400 mg/dI 1 - 1

>400 mg/dl 4 = 4
HbA1

<7 (<154 mg/dl) 7 = 7

7.1-10 (154-240 mg/dl) 1 - 1

>10.1 (>240 mg/dl) 4 - 4
TxDM2

Metformina 12 N.A. 12

Glibenclamida 6 N.A.

Insulina 3 N.A.

Otros hipoglucemiantes 3 N.A. 3
Comorbilidades

HTA/DM2 8 N.A. 8

Dislipidemia/DM2 4 N.A. 4

Tabla 10. Caracteristicas sociodemograficas, parametros clinicos y bioquimicos de sujetos

sanos y pacientes diabéticos. N.A.: No Aplica

Para cumplir con este objetivo, de cada una de los sujetos se aislaron las
CMN vy se cultivaron en placas de 24 pozos a una densidad de 1.2 x 10°
cel/pozo, se mantuvieron en adherencia por 18 hrs , al término de este
tiempo se retiré el medio y se sustituyd por medio de infeccion (RPMI 1640
7% SBF) con las diferentes cepas virales (DENV2 prototipo y aislados viral
6870). A las 24 h.p.i. se extrajéo el RNA total con el kit RNAeasy Mini kit ,
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Qiagen® obteniendo rendimientos promedio de 45 ng/uL e indice 260/280
de 1.8-2. Se cuantific6 el mMRNA de iNOS por gPCR vy para el analisis de
expresion génica se emple6 el método AACt usando el gen RPS18 como

control endogeno.
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Figura 33. Analisis transcripcional de iINOS en CMN de sujetos sanos y diabéticos

infectadas con DENV2 y aislado viral de paciente. VS: voluntario sano, DM: diabético

Los valores fueron expresados como desviaciones estandar de tres
observaciones independientes. La significancia de las diferencias se probo
con t-Student, ANOVA o correlacién de Pearson. Se considerd significativo

un valor de p menor a 0.05.

Se encontré que no hubd diferencia estadistica en la expresion de iINOS en
CMN no infectadas e infectadas con DENV2 prototipo y cepa 6870 entre los
grupos de voluntarios sanos comparados con los diabéticos ; asi como
tampoco hubd asociacion en el analisis de ANOVA entre la expresion de
iNOS con la glucosa capilar, HbA1, porcentaje de grasa corporal e inidce de
masa corporal. Sin embargo, existe una expresion diferencial de iINOS
asociada a la base genética individual y cepa viral. En este grupo etario tanto

en diabéticos como sanos se observd una mayor expresion de iINOS en
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CMN infectadas con DENV2 en comparacion a la infeccion con el aislado
viral 6870 (Figura 33).

En el subgrupo de diabéticos, se encontré una mayor expresion de iINOS en
CMN tanto basal como al infectarse con las diferentes cepas virales en los
dos sujetos diabéticos (Figura 33 DM1 y DM2) con antecedente de bypass
coronario siendo mayor la expresion en CMN infectadas con la cepa viral
6870. Aquellos sujetos con glicemia >400mg/dl y HbA1 >10 (Figura 33 DM9
a DM12) se observa una menor expresion transcripcional de iNOS en CMN
tanto infectadas con el prototipo viral como con la cepa aislada de paciente
6870 . En el analisis de regresion lineal se encontré una asociacion (p 0.002)
entre la glicemia capilar >400 mg/dl y HbA1 >10 y la menor expresion de
iNOS (Figura 33).

7.8. Cuantificacion de niveles de la enzima iINOS en células
mononucleares aisladas de voluntarios sanos y pacientes con DM2
infectadas con DENV2.

A la par del ensayo anterior, a partir de las células recientemente aisladas de
cada sujeto de estudio se cultivaron en placas de 96 pozos a una densidad
de 2 x 10° células/pozo y al término de 18 hrs se retird el medio y se
sustituyé por medio de infeccion (RPMI 1640 7% SBF) con DENV2 prototipo
(cepa viral que mostro mayor expresion iINOS a nivel transcripcional tanto en
sanos como diabéticos) .A las 24 h.p.i se cuantificaron los niveles de la
enzima iNOS por fluorescencia empleando el kit Human Total iINOS cell-
Based ELISA, R&D Systems®.
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En sujetos sanos la regulacion es muy variable no correspondiendo con los
niveles transcripcionales ,ademas; no se encontré diferencia estadistica
entre la expresion traduccional de iINOS entre ambos grupos. Lo anterior,
apoya el hecho de una diferencia en regulacion del estrés oxidativo en cada
individuo. Sin embargo, comparativamente existe una mayor sintesis de
iINOS en CMN de sujetos sanos ante la infeccién por DENV2 comparada con

los diabéticos (Figura 34).

En el subgrupo de diabéticos, en el analisis de regresion lineal (ANOVA) se
encontrd asociacion (p 0.001) entre la menor expresion de iINOS ante la
infeccion con el prototipo viral en CMN de sujetos diabéticos descontrolados
con glicemia >400mg/dl y HbA1 >10 , lo que concuerda con los resultados

obtenidos en el andlisis transcripcional de INOS (Figura 34 DM9-DM12).
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7.9. Regulacion de la expresion génica y traduccional de iNOS en una
linea celular distinta, empleando células Huh7 infectadas con DENV2
para determinar si el efecto es tejido-especifico.

Para cumplir con este objetivo, se emplearon células Huh7 parental , las
cuales al encontrarse al 90% de confluencia se tripsinizaban y cultivaban en
placas de 6 pozos (3 x 10° células/pozo) y de 96 pozos oscuras con fondo
claro (1.5 x 10° células/pozo) , transcurridas 24 hrs de adherencia , se
retiraba el medio y sustituia por medio con infeccion (ADMEM 1%SBF) con
DENV2 prototipo y aislados virales de pacientes (6870 y 17247). A las 48
h.p.i se extrajo el RNA total de las células (placa de 24 pozos) empleando
TRIzol y se llevé a cabo el ensayo de inmunofluorescencia en las células de

la placa de 96 pozos.

Se confirmd que los virus aislados tienen la capacidad de inducir efecto
citopatico similar al que producen los virus prototipo. Por lo tanto, los virus
aislados a partir de pacientes parecieron mantener su infectividad y

capacidad citopatica en la linea celular Huh7 (Figura 35).
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Figura 35. Caracterizacion de células Huh7 parental infectadas con DENV2 prototipo y aislados
virales de pacientes alas 48 h.p.i. . NTC: non treated control (células sin infeccién), DV2 : DENV2

prototipo
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Bajo la consideracion de un mismo origen genético, en las células Huh7 existe
una diferencia transcripcional y traduccional de iINOS dependiente de la cepa
viral. Existiendo una mayor expresion a nivel génico (Figura 36) y
traduccional(Figura 37) en células infectadas con DENV2 prototipo comparado

con las infectadas por los aislados virales de pacientes.
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Figura 36. Andlisis transcripcional de iINOS en la linea celular Huh7 parental a las 48 h.p.i.
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Figura 37. Andlisis traduccional de iINOS en la linea celular Huh7 parental a las 48 h.p.i.
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CAPITULO VIII
DISCUSION

La infeccidn por dengue es un problema creciente de salud publica que
afecta a mas de 100 paises en el mundo, con mas de 50 millones de casos
informados cada afo, incluidos 500,000 hospitalizaciones y alrededor de
20,000 defunciones. Los cuatro serotipos virales, estan circulando de forma

simultanea en el continente Americano y en México.

En anos recientes se ha encontrado una asociacién de dengue severo con
algunas comorbilidades como asma, alergias, hipertension arterial y diabetes
mellitus. Sin embargo, no se conocen los mecanismos moleculares que
conllevan a un cuadro clinico grave. En este sentido, es fundamental el
estudio de los factores involucrados en el proceso de extravasacion vascular,
la cual es la base fisiopatoldgica de la infeccion por dengue, empleando

sistemas de estudio in vitro.

En la presente tesis se abordd la expresidon a nivel transcripcional y
traduccional de la enzima iINOS, la cual es la orquestadora de la respuesta
del sistema inmune innato ante infecciones y cuya expresion es mayor en
células del sistema monocitico-macrofago. Ademas, este ultimo también
actia como modulador de la respuesta inflamatoria crénica de baja

intensidad que se observa en la diabetes mellitus 2.

Se esperaba que hubiera una mayor expresion génica basal en CMN de
sujetos diabéticos comparadas con los sanos; sin embargo, encontramos
una alta variabilidad de la expresion de iINOS , la cual se podria explicar con
la posible existencia de polimorfismos en el gen de iINOS. Existe un estudio

de Hazam y colaboradores quienes reportan la presencia de SNPs de iNOS
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en sujetos con infeccion grave por hepatitis E sugiriendo que la presencia de
estos polimorfismos participan en la expresion diferencial de la enzima y por
ende, en la presentacion clinica. Hasta el momento, no existen reportes de

SNPs de iNOS asociados a infecciones arbovirales'.

Diversos estudios han mostrado que iINOS sirve como marcador temprano
de ateroesclerosis. Lo anterior demostrado por Buttery y colaboradores
quienes reportaron la presencia de iNOS en placas ateroescleréticas'*;
ademas, Basati y colaboradores reportaron el incremento del NO en

pacientes con riesgo cardiovascular'®®

.Estos datos son de importancia ya
que corroboramos que existio una mayor expresion de iINOS tanto basal y en
particular al infectarse por el aislado 6870 (en comparacion a sujetos sanos y
el resto de los diabéticos) en los dos pacientes diabéticos con antecedente
de angina de pecho y bypass coronario , en quienes se puede inferir
enfermedad microvascular que conlleva a un mayor estrés oxidativo y efecto

deletéreo en la respuesta inflamatoria ante la infeccion.

La hiperglicemia produce dano directo en monocitos y provoca incremento

de o6xido nitrico en diabéticos '°

, esto aunado al reporte de Valero y
colaboradores en el cual demuestran una menor expresion de la actividad
oxidante/antioxidante en monocitos infectados con DENV de personas
mayores de 65 afios ''®; estos datos soportan nuestro hallazgo de una
menor expresion de INOS en CMN de adultos con hiperglicemia persistente

sugiriendo una menor respuesta del sistema redox.

En relacion a la glucosa y su utilizacion por patégenos, Fontaine y
colaboradores sugirieron que el DENV induce la via glucolitica y requiere de
glucosa extracelular para su eficiente replicacion durante las primeras 48
h.p.i'*”. Este hallazgo relacionado a la clinica puede implicar una
exacerbacion del estado hiperosmolar en sujetos diabéticos durante la fase

aguda de la infeccion. En este sentido, existen reportes en la literatura de
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sujetos sanos que desarrollan cetoacidosis diabética secundaria a infeccion
grave por dengue'® y de sujetos diabéticos infectados por dengue que se

descompensan y desarrollan cetoacidosis diabética.

En relacién a la diferencia de expresién de iINOS con las diferentes cepas
virales, Ubol y colaboradores evaluaron el perfil de expresion de genes del
sistema inmune en células THP1 (linea celular humana monocitica) al
infectarlas con dos aislados virales que diferian en la composicion de
aminoacidos en el sitio activo NS5A . Estas modificaciones mostraron
diferencia en la induccion de la producciéon del NO en células infectadas por
lo que se dividieron en aislados virales NO-sensibles y NO- resistentes. El
fenotipo resistente mostré mayor expresion de genes relacionados con el
sistema inmune a diferencia del sensible. Dentro de los genes
sobreexpresados se encontraron genes de citocinas y aquellos relacionados
con la activacion de células B, células T, plaquetas y células inflamatorias;
todos estos mediadores participan en los eventos vasculares que son
criticos para la extravasacion vascular durante la fase critica de la
infeccion'*®. Estos datos apoyan nuestros hallazgos sobre la diferencia de
expresion tanto a nivel transcripcional como traduccional de iNOS con las
diferentes cepas virales tanto en CMN como en la linea celular Huh7
parental. De esta forma, los datos presentados soportan que la modulacién
de la respuesta al estrés oxidativo en nuestro estudio parece estar asociada

tanto con la base genética individual como con la cepa viral.

Es probable que la subexpresién de iINOS en sujetos con altos valores
glicémicos sea secundaria a modificaciones epigenéticas por la
glucotoxicidad. Miao y colaboradores analizaron las variaciones en la
metilacion de histona lisina (empleando metodologia ChlP-on-chip) en
células THP1 sometidas a altas concentraciones de glucosa in vitro. El grupo
demostro que la hiperglicemia altera la metilacion de genes relacionados con
inflamacion crénica como IL-1A e IL-8; ademas de genes relacionados con

vias de transduccién de sefales, transporte, inflamacion y estrés oxidativo
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como PTEN, ABCBS, IGF1R, GSTA4, BCL-9, FOS, ICAM3, NOTCH1, TCF3,
MAPK10, ESR1y ING5™.

La DM esta asociada a senecencia prematura. Uziel y colaboradores
encontraron mayor acortamiento de telomeros en CMN de diabéticos tanto
tipo 1 como tipo 2 comparados con los sanos. En el subgrupo de diabéticos
tipo 2 controlados observaron que el acortamiento estaba completamente
atenuado. Estos resultados sugieren que la senescencia celular prematura
en sujetos con DM2 se puede prevenir con un control glicémico adecuado.
En este sentido, es probable que la expresiéon diferencial de iINOS en los
diabéticos controlados contra no controlados dependa de la funcion alterada

(senscente) de las CMN sujetas al constante ambiente hiperglicémico’".

Se han demostrado cambios relacionados con la edad en la expresion de
TLRs en monocitos .Kong y colaboradores mostraron que durante la
infeccion por virus del Oeste del Nilo existe una reduccion en la expresion de
TLR3 en la superficie de macréfagos de sujetos sanos y en ancianos se
presenta una expresion persistente de TLR3, este hecho puede predisponer
a las personas de mayor edad a una respuesta inflamatoria elevada con

consecuente incremento en la morbilidad'®?.

Aun no se comprenden por completo los mecanismos involucrados en la
presentacion clinica severa y menos aun cuando existen comorbilidades
cronico degenerativas que merman el estado del sistema inmunoldgico. El
presente trabajo representa el primer estudio de expresion que se realiza en
sujetos diabéticos y cepas circulantes aisladas a partir de pacientes

virémicos de nuestro estado.
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CAPITULO IX
CONCLUSIONES

. Existe una expresion diferencial de INOS asociada a la base genética

individual y cepa viral.

. El virus prototipo y las cepas aisladas de sujetos infectados parecen

tener diferente capacidad para modular la expresiéon de iINOS.

. ElI DENV2 prototipo indujo niveles de expresion de iNOS mas altos
que el aislado de paciente lo cual podria explicar la variabilidad en el

espectro clinico.
. Existe una asociacioén entre la hiperglicemia (>400mg/dl) y los niveles
de HbA1>10 con la subexpresion de los niveles de iINOS a nivel

transcripcional y traduccional.

. Existe un patréon de expresiéon diferencial de iINOS en células Huh7

infectadas con DENV2 prototipo como con aislados de pacientes.
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CAPITULO XI
ANEXOS

TECNICAS Y PROTOCOLOS

AISLAMIENTO Y CULTIVO PRIMARIO DE CELULAS MONONUCLEARES

ELABORACION DE MEDIO DE CULTIVO RPMI 1640
Material
* Pipetas seroldgicas de 5 mL. Marca Corning. Cat. 4487.
* Pipetas serologicas de 10 mL. Marca Corning. Cat. 4488.
* Unidad de filtraciéon de 0.22 ym (500mL). Nalgene. Cat.S66128

Equipo
e Campana de flujo laminar.
* Pipetor.
* Bomba de vacio

¢ Potencidmetro. Hach. Modelo sensION+

Reactivos
¢ RPMI 1640 con L-Gluatmina . Caisson . Cat.RPP10
¢ Suero Bovino Fetal. 500 mL. GIBCO. Cat. 16000-044.

* Solucion de antibidtico penicilina/estreptomicina 100X. 100 mL.

GIBCO. Cat. 15070-063.

* Aminoacidos no esenciales. 10 mM (100X). 100 mL. GIBCO. Cat.

11140-050.
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Protocolo

1.Se disuelve el sobre de RPMI 1640 en 1 L de agua estéril.
2.Se ajusta pH a 7.35-7.45

3. Se hace pasar la solucion por un filtro 0.22 ym de 500 mL

4. Se almacena a 4°C hasta su uso.

5.Previo al aislamiento de CMN, se toman alicuotas a completar 40 mL en

tubos Falcon de 50 mL y se suplementan.

6. Dos alicuotas se suplementan con 10%SBF, 1% aminoacidos no

esenciales y 1% penicilina-estreptomicina (Medio de mantenimiento). Una

alicuota se suplementa con 7%SBF, 1%aminoacidos no esenciales y 1%

penicilina-estreptomicina (Medio de infeccion).

Observacion: Emplear alicuotas recientemente suplementadas (no mas de 1

dia)

AISLAMIENTO Y CULTIVO DE CELULAS MONONUCLEARES

Material

Obtencion de sangre periférica

Aguja 0.8 x 38mm . BD Vacutainer PrecisionGlide. Ref 360213
Aguja 0.7 x 30 mm. Terumo 0197

Jeringas sin aguja de 20 mL .Terumo SS+20LM

Tubos Vacutainer 6 mL. BD Vacutainer. Ref. 368175

Aislamiento de células mononucleares

Pipetas seroldgicas de 5 mL. Marca Corning. Cat. 4487.
Pipetas seroldgicas de 10 mL. Marca Corning. Cat. 4488.
Tubos falcon de 15 mL. Marca Corning. Cat. 430053.
Tubos falcon de 50 mL. Marca Corning. Cat. 430291.

Pipeta Pasteur.
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Equipo
* Centrifuga clinica. Marca Thermo Scientific. Modelo IEC-CLR30R.
* Pipetor Pipet-Aid XP. Marca Drummond. Modelo 4-000-101.
e Campana de flujo laminar con filiros HEPA. Class Il type A2. Marca
NU AIRE. Modelo NU-425-400.
* Microscopio invertido. Marca Leica. Modelo DFC295
* Camara de Neubauer. SUPERIOR
* Rotor de sangre (Test tube Rocker).Marca UNICO. Modelo L-TTR-100

Reactivos
* Histopaque 1077 . Sigma Aldrich. Cat 10771
* Solucion buffer de fosfatos (PBS) 1X
* RPMI 1640 con L-glutamina. Caisson. Cat. RPP10

Protocolo

La sangre anticoagulada se coloca sobre el Histpopaque-1077. Durante la
centrifugacion , la polisucrosa agrega los eritrocitos y rapidamente se
sedimentan. Los granulocitos se vuelven hiperténicos incrementando su
sedimentacion , por lo que junto con los eritrocitos se mantienen en el fondo
del tubo. Los linfocitos y otras células mononucleares permanecen entre la
interfase de plasma/ Histopaque 1077. Las plaquetas excedentes se

remueven con centrifigacion a baja velocidad durante los pasos de lavados.
1. Atemperar por 3 horas el Histopaque 1077

2. Previa asepsia se toma muestra de sangre periférica (se toma 0.5 mL de
Heparina con la jeringa de 20 mL en caso de toma directa y si es toma con
Vacutainer se toman al menos 4 tubos conteniendo heparina). En el caso de
los concentrados leucocitarios, con la jeringa de 20 mL se toma directamente
la sangre de una de las entradas del concentrado. Mantener la sangre en

rotor de tubos por 30 minutos.
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3. En la campana de flujo laminar, primero se coloca 20 mL de histopaque
1077 en un tubo Falcon de 50 mL y posteriormente se coloca 20 mL de
sangre anticoagulada. Observacién: lentamente con una pipeta de
serologica de 10 mL dejar caer una gota de sangre que forme una fase con
el histopaque (no se debe mezclar) y posteriormente por la pared dejar caer

el resto de la sangre.

4.En la centrifuga clinica (con los adaptadores adecuados para tubos falcon
de 50 mL) se programa una centrifugacion a 400g por 30 min a 26°C sin
freno (dcl 0).

5. Se obtienen las cuatro interfases, y se retira al menos 2/3 del suero ;
posteriormente, se absorbe el halo blanco en forma circular con pipeta

automatica (1 mL) y se coloca en un tubo cénico de 15 mL.

6.Se anade PBS1X estéril (10 mL para las CMN obtenidas a partir del
concentrado leucocitario y 5 mL para las CMN obtenidas de sangre

periférica). Se mezcla por inversion 5 veces.

7. Se centrifugan las CMN en centrifuga clinica (con los adaptadores
adecuados para tubos de 15 mL) empleando el programa a 1500 rpm 15 min

con freno (dcl 5).

8.Se retira el sobrenadante con pipeta Pasteur y se resuspende el pellet

nuevamente con PBS1X.

8. El paso 6, 7 y 8 se repite 3 veces para las CMN del concentrado

leucocitario y 2 veces para las CMN de sangre periférica.

9. Al término de los lavados, se retira el sobrenadante y se resuspende el
botdn celular con RPMI 1640 10%SBF.

10. Se realizan diluciones 1:50 y 1:100 en tubos eppendorf de 0.2 mL para el
conteo de CMN de sangre periférica y de concentrado leucocitario,

respectivamente. Ver apartado de conteo celular.
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11.Se ajusta la cantidad de medio RPMI 1640 para obtener la densidad
celular adecuada para cultivar en cada formato de placa de cultivo.Ver

apartado de Métodos.
CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE CELULAS MONONUCLEARES

Tincién de Giemsa

Gustav Giemsa nacié en Alemania en 1867 y el método de tincién que lleva
su nombre fue disefiado para la demostracion de parasitos de malaria, sin
embargo; también se emplea en histologia debido a que permite la tincion de
cromatina y membrana nuclear, la metacromasia de algunos components
celulares y de diferentes cualidades citoplasmaticas dependiendo del tipo
celular.[Barcia JJ (2007). The Giemsa stain: its history and applications. Int J
Surg Pathol. Jul;15(3):292-6]

Material
* Portaobjetos

* Pipeta automatica 1 mL

Equipo
* Portaobjetos 25 x 75. Corning. Cat.2947

Reactivo

¢ Giemsa .CTR Scientific. Cat.06468
¢ Metanol absoluto.CTR Scientific. Cat.01212
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Protocolo

1. En el caso de las células adheridas, se retira medio y se aplica 200uL de
PBS1X por pozo . Las placas se dejan en hielo por 10 minutos para que las
mismas se desprendan. Si son CMN recentemente aisladas , se toma

diretamente una alicuota.

2. Se toman los 200uL y se aplican 100 pL en portaobjetos.Se deja secar a

T° ambiente.

3.Se fija la muestra con metanol absoluto por 10 minutos

4 Se decanta el metanol de la laminilla

5.Se cubre la muestra con 0.5 mL del colorante y se deja por 40 minutos.

6.Se lava con agua corriente en 7 ocasiones
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CULTIVO CELULAR : C6/36 Y Huh7 PARENTAL

SUPLEMENTO DE MEDIOS DE CULTIVO

Material
* Pipetas seroldgicas de 5 mL. Marca Corning. Cat. 4487.
* Pipetas serologicas de 10 mL. Marca Corning. Cat. 4488.

Equipo
e Campana de flujo laminar.

* Pipetor.

1. Medio Leibovitz (L-15).
Reactivos
* Medio de cultivo Leibovitz (L-15) con L-Glutamina. 500 mL. In vitro
S.A. cat. ME-040.
* Suero Bovino Fetal.500 mL. HyClone.Cat. sh30396.03.
e Solucién de antibidtico-antimicético (100X) Penicilina-Estreptomicina-
Anfotericina B, 100 mL, In vitro, S.A. Cat. A-07.
* Solucién de aminoacidos no esenciales (100X), para medio minimo
esencial de Eagle, 100 mL, In vitro S.A. Cat. SR-05.
* Solucién de bicarbonato de sodio al 7.5% esterilizado por membrana,
100 mL, In vitro S.A.

Protocolo

a) Medio al 10% SBF para mantenimiento de células C6/36.
Para suplementar 500 mL de medio L-15 al 10%, se requieren 50 mL de
suero bovino fetal inactivado, 5.5 mL de solucidon antibidtico/antimicotico
(100X) y 55 mL de solucion de aminoacidos no esenciales
(concentracion final 1X). El medio al 10% es el que se debe utilizar para

subcultivar.
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b) Medio al 2% SBF para infeccion viral de células C6/36.
El medio de cultivo para infeccion viral debe estar al 2% con respecto al
SBF. A 500 mL de medio L-15 se afiaden 10 mL SBF + 5 mL de

antibiético/antimicético + 5 mL de aminoacidos no esenciales.

2. Medio Dulbecco’s Modified Eagle Medium Advanced (Advanced-
DMEM).

Reactivos

Medio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle Medium Advanced
(Advanced DMEM). 500 mL. GIBCO. Cat. 12491015.

Suero Bovino Fetal. 500 mL. GIBCO. Cat. 16000-044.

Solucion de antibidtico penicilina/estreptomicina 100X. 100 mL.
GIBCO. Cat. 15070-063.

Amino acidos no esenciales. 10 mM(100X).100 mL.GIBCO.Cat.
11140-050.

L-Glutamina. 200 mM (100X). 100 mL. GIBCO. Cat. 25030081.

Protocolo

a) Medio con 2% de SBF para mantenimiento de células Huh7.

Para suplementar 500 mL de medio Advanced DMEM al 2% se requieren

10 mL de suero bovino fetal inactivado, 5 mL de amino acidos no

esenciales (100X), 5 mL de solucion de antibidtico (100X

penicilina/estreptomicina) y 5 mL de L- glutamina (100X).

b) Medio con 1% de SBF para infeccién viral de células Huh7.

Para suplementar 500 mL de medio Advanced DMEM al 1% se requiere

1 mL de suero bovino fetal inactivado, 5 mL de amino acidos no

esenciales (100X), 5 mL de solucion de antibidtico (100X

penicilina/estreptomicina) y 5 mL de L- glutamina (100X).
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MANTENIMIENTO DE LINEAS CELULARES : C6/36 y HuH7 PARENTAL

El subcultivo provee la oportunidad para expandir la poblacion celular total,
aplicar presion selectiva empleando en el medio un agente de seleccion vy
permitir la generacion de cultivos réplica para caracterizacion,
experimentacion, preservacion y congelacion. Cuando el cultivo se
encuentra aproximadamente al 90% de confluencia, es necesario realizar su
subcultivo para asegurar la formacion de monocapas y evitar los cumulos

celulares.

Material
* Pipetas seroldgicas de 5 mL. Marca Corning. Cat. 4487.
* Pipetas serologicas de 10 mL. Marca Corning. Cat. 4488.
* Pipetas seroldgicas de 2 mL. Marca Fisherbrand. Cat. 13-678-11C.
 Botellas para cultivo celular de 25 cm?.
c) Con filtro. Marca Corning. Cat. 430639.
d) Con tapa de rosca. Marca Corning. Cat. 430168.
 Botellas para cultivo celular de 75 cm?.
c) Con filtro. Marca Corning. Cat. 430641.
d) Con tapa de rosca. Marca Corning. Cat. 430199.
* Raspadores celulares (gendarmes) de 25 cm. Marca Corning. Cat.
3010.
* Pipeta pasteur. Marca Corning. Cat. 101001440.

Reactivos
* Medio de cultivo
a) Medio L-15 (Leibovitz). Marca In vitro SA, cat. ME-040.
Suplementado al 5% con suero bovino fetal.
b) Advanced DMEM. Marca GIBCO cat. 12491015. Suplementado al
2% con suero bovino fetal.

* Solucién buffer salino de fosfatos (PBS) 1X.
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Tripsina-EDTA 0.25% 500 mL. Marca GIBCO cat. 15050057.
Aminoacidos no esenciales 100X. Marca GIBCO cat. 11140-050.
L-glutamina 100X. Marca GIBCO cat. 25030081.

Solucion de bicarbonato de sodio al 7.5% esterilizado por membrana,
100 mL, In vitro S.A.

Equipo

Campana de flujo laminar.
Bomba de vacio.

Centrifuga.

Incubadora con tanque de CO:..
Incubadora sin tanque de COa,.

Bomba de presién y vacio.

Protocolo para células C6/36

1.

Golpear botella confluente para eliminar células C6/36 que no se

encuentren adheridas.

2. Aspirar el medio de cultivo.

3. Anadir medio nuevo a la botella (L-15, 10% SBF. 25 cm?: 5 mL medio,

75 cm?, 10 mL medio).
Golpear botella con medio nuevo. De ser necesario, realizar raspado

con gendarme para desprender la mayoria de células.

5. Al cultivo inicial afadir medio fresco y continuar creciendo.

6. Crecer a temperatura ambiente (23-24°C) con la tapa cerrada.

7. La botella sembrada alcanza confluencia entre 5 a 7 dias, lo que

permite hacer los subcultivos semanalmente.

Protocolo para células Huh?7.

1.

Aspirar medio de cultivo.

2. Lavar las células con 1 mL PBS1X para una botellas de 25 cm? y 3

mL para una botella de 75 cm? de superficie. Realizar movimientos
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circulares para permitir que la solucién entre en contacto con todas
las unidades de la monocapa y pueda remover la mayor cantidad
posible de detrito celular.

3. Retirar el PBS 1X por aspiracion.

4. Para desprender la células, hay que afadir 1 mL de tripsina a botella
de 25 cm? y 3 mL para una de 75 cm?.

5. Incubar a 37°C durante 5 minutos (maximo 10 minutos).

6. Neutralizar la actividad de la tripsina adicionando un volumen 1:1 de
medio de cultivo suplementado con suero bovino fetal.

7. Recolectar la suspension celular en un tubo falcon de 15 mL.

8. Centrifugar a 1000 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente.

9. Cuidadosamente retirar el sobrenandante por aspiracion.

10.ARadir medio de cultivo nuevo dependiendo del tamafo del boton
celular obtenido. Generalmente el boton obtenido a partir de una
botella semiconfluente de 25 cm? requiere ser resuspendido en 3 mL
de medio nuevo; mientras que un botdon celular proveniente de una
botella semiconfluente de 75 cm? se puede resuspender en 4 a 5 mL
de medio.

11.Resuspender completamente con ayuda de micropipeta automatica
de 1 mL hasta observar que no hay cumulos flotando.

12.Preparar la botella de cultivo a sembrar con la cantidad de medio
nuevo correspondiente y depositar en ella el volumen deseado de la
suspension celular.

13.Incubar a 37 °C con 5% CO..
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RECUENTO CELULAR

La técnica de recuento celular utilizando el hemocitdmetro o camara de

Neubauer fue disefiada por Louis-Charles Malasses. El dispositivo consta de
una placa de vidrio con una cuadricula grabada con laser en la cual es
posible realizar el recuento de células o particulas en un volumen especifico
de un fluido. [Strober W (2001). ["Monitoring cell growth". In Coligan JE,
Bierer BE, Margulies DH, Sherach EM, Strober W. Current Protocols in
Immunology. 5. USA: John Wiley & Sons. p. A.2A.1.]
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Esquema de la cuadricula de la camara de Neubauer.

Para facilitar el recuento de células viables se utiliza un colorante vital, el
azul tripano. Las células vivas captaran el colorante pero lo expeleran al
medio, mientras que las células muertas lo mantendran en su interior. El
resultado se obtiene multiplicando el numero de células contadas en la
camara de Neubauer (en los 4 cuadrantes) por el valor de la dilucién

realizada por el valor del factor de la camara (1 x 10%).

Material

* Tubos eppendorf de 0.2 mL.
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Reactivos

Medio de cultivo RPMI 1640 al 10% SBF para CMN.

Medio de cultivo Advanced DMEM suplementado al 2% SBF para
Huh7 parental.

Colorante azul tripano. 100 mL. Marca GIBCO. Cat. 15250-061.
Liquido de Turk para CMN.

Equipo

Campana de flujo laminar.
Micropipetas automaticas.
Céamara de Neubauer.
Microscopio.

Incubadora con tanque de CO:..

Protocolo

1.

Procesar las botellas de cultivo hasta la resuspension y disgregacion
en medio nuevo de las células. Procurar una disgregaciéon completa,

sin que el medio presente cumulos del cultivo flotando o suspendidos.

. Tomar una alicuota del boton celular depedendiendo de la dilucion

requerida y depositarla en el eppendorf de 0.2 ml . De igual forma
depositar , medio de cultivo y azul tripan para completar la dilucion.
Ejemplode dilucién

Dilucién 1:8 = Medio (60uL) +Azul tripan o liquido de Turk (10uL) + botén celular
(10uL)

3. Homogenizar completamente antes de realizar la medicion.

4. Depositar 10 yL de la suspension en la camara de Neubauer.

5. Utilizando el objetivo de 10X en el microscopio, contar el numero de

células vivas en las cuatro cuadriculas identificadas con un 1 (Figura.
Esquema de la cuadricula de la camara de Neubauer)

Realizar el calculo del total de células empleando la siguiente formula:
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No. células/mL = (Promedio de los 4 cuadrantes) (Factor de
dilucion) (1x 10%)

7. Multiplicar el numero de células/mL por el volumen en el cual se
resuspendieron para obtener la cantidad total de células.

8. Con respecto al total de células contabilizadas y el volumen total,
colocar el volumen correspondiente al numero de células deseado en

la botella o placa de cultivo.
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CONGELACION DE LINEAS CELULARES

Fundamento

Cuando una linea celular se expande en numeros suficientes, la congelacion
de células permite la generacion de bancos que pueden almacenarse sin
que el material envejezca. De esta forma las células también estaran
protegidas de contaminacion, fallas en la incubadora o agotamiento del
medio de cultivo. Se recomienda congelar 1 x 10° — 1 x 10" células/mL en
suero bovino fetal suplementado con un agente conservador (glicerol o
DMSO) a una concentracion del 5-10%, para proteger a las membranas del
dafo causado por los cristales de agua. La congelacion debe ser lenta y se
recomienda que el almacenamiento final se realice en un tanque de
nitrogeno liquido, donde las células pueden permanecer viables durante

varios anos.

Material
* Cultivos celulares semiconfluentes.
* Micropipetas.
* Crioviales de 2 mL. Marca Corning. Cat. 430659.
* Tubos falcon de 15 mL. Marca Corning. Cat. 430053.
* Cryo 1°C Freezing Container. Nalgene. Cat. 5100-001

Reactivos

* Dimetilsulféxido (DMSO) grado Biologia molecular. 100 mL. Marca
Sigma. Cat. D2650.

Equipo
e Campana de flujo laminar.
* Bomba de presion y vacio.
e Centrifuga.

* Ultracongelador Revco.
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Protocolo para células C6/36.

1.

Cuando se observa un cultivo confluente de células C6/36 en una
botella de 25 cm?, permitir que crezcan un dia mas.

Raspar las células de la botella con ayuda de un gendarme (cell
scraper).

Colectar medio en tubo falcon y centrifugar a 2000 rpm durante 5

minutos. Si las células no han formado un pellet, centrifugar de nuevo.

4. Aspirar el medio de cultivo y resuspender en 2 mL de medio nuevo.

5. Anadir 100 yL de DMSO a cada criovial y después depositar 900 uL

de la suspension celular.

6. Colocar en contenedor de crioviales (Cryo Freezing Container)

7. Almacenar a -80 °C.

8. Se recomienda hacer pases de la linea celular cada 6 meses.

Protocolo para células Huh7.

1.

© N o o

Cosechar células Huh7 siguiendo el protocolo de subcultivo hasta la
obtencion del boton celular.

Remover completamente el medio utilizado para neutralizar la tripsina,
empleando una micropipeta de 1000 puL y procurando no romper el
boton celular.

Resuspender células en medio nuevo necesario para obtener una
suspension con una concentracion final de 1.5 a 2 millones de células
por mL.

Preparar crioviales a congelar y depositar en cada uno 100 pL de
DMSO.

Depositar en cada vial 900 uL de la suspension de células.

Colocar en contenedor de crioviales (Cryo Freezing Container)
Almacenar a -80 °C.

Bajo esta técnica las células se mantienen viables por 1 afio.
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DESCONGELACION DE LINEAS CELULARES

El uso de una buena técnica de descongelacion asegura que una alta

proporcion de las células congeladas sobrevivan. Es importante evitar
manipulaciones bruscas de los volumenes de las alicuotas congeladas, ya

que las membranas celulares se encuentran altamente sensibilizadas.

Material
* Pipetas seroldgicas de 5 mL. Marca Corning. Cat. 4487.
 Botellas para cultivo celular de 25 cm?.
e) Con filtro. Marca Corning. Cat. 430639.
f)  Con tapa de rosca. Marca Corning. Cat. 430168.

Reactivos
* Medio de cultivo
a) Para C6/36: L-15 suplementado al 5% con suero bovino fetal.
b) Para Huh7: Advanced DMEM suplementado al 2% con suero
bovino fetal.
Equipo
e Campana de flujo laminar.
* Micropipetas automaticas.
* Microscopio.

¢ Incubadora.

Protocolo

1. Permitir atemperar el medio de cultivo a utilizar para sembrar las
células al menos 40 minutos antes de la realizacion de la técnica.
Después de sacar el medio del bafio de agua se debe limpiar con
etanol al 70% antes de permitir su entrada a la campana de

bioseguridad.
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. Depositar 5 mL de medio de cultivo atemperado en una botella de 25
cm? o 10 mL para una botella de 75 cm?

. Introducir el criovial en bafio de agua a 37°C hasta observar la
descongelacion de su contenido.

. Depositar suavemente la alicuota completa del criovial y homogenizar
el contenido de la botella con movimientos circulares suaves.

. Revisar al microscopio las células recién depositadas en la botella de
cultivo.

. Incubar botella de cultivo bajo las condiciones requeridas

dependiendo del tipo de linea celular que se trate.
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INFECCION DE LINEAS CELULARES CON DENGUE

CULTIVO VIRAL: AMPLIFICACION DEL VIRUS DEL DENGUE EN
CELULAS C6/36

El cultivo viral del dengue es el estandar de oro para la confirmacion y
aislamiento de casos positivos. Empleando lineas celulares permisibles
como C6/36, TRA-284-SF, AP-61 o Vero se pueden obtener grandes
cantidades de particulas virales viables a partir de aislados de pacientes o
macerados de mosquitos.

El proceso involucra la obtenciéon del cultivo celular semiconlfuente, la
adicion del suero infeccioso y la adsorcion de las particulas virales en la
membrana celular. Se permite que el virus se replique de 7 a 14 dias
dependiendo del serotipo presente para su posterior cosecha o analisis por

inmunofluorescencia. Los virus del dengue suelen ser citopaticos.

Material
* Pipetas seroldgicas de 5 mL. Marca Corning. Cat. 4487.
* Pipetas serologicas de 2 mL. Marca Fisherbrand. Cat. 11-678-11C.

« Cultivos confluentes de células C6/36 en botellas sin filtro de 25 cm?.

Reactivos
* Medio L-15 suplementado al 2% con suero bovino fetal.

* Solucién buffer salino de fosfatos (PBS) 1X.
Equipo

e Campana de flujo laminar.

* Pipetor.
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Protocolo

1.

Sembrar células C6/36 hasta obtener una monocapa confluente bajo

las condiciones indicadas en el protocolo correspondiente.

2. Aspirar el medio de cultivo.

Lavar las células con 3 mL de solucion PBS 1X para remover el
detrito celular. Realizar movimientos circulares para limpiar la
monocapa completa.
Remover el PBS 1X.
Recambiar el medio por L-15 al 2% SBF, en un volumen adecuado

para cubrir solamente las células (25 cm? 2 mL, 75 cm?: 3.5 mL)

6. Adicionar al medio 25 uL del aislado viral.

Homogenizar la botella con movimientos circulares para asegurar que
el virus tenga contacto con la monocapa celular completa.

Incubar a 37°C durante una hora al menos.

9. Transcurrida la hora de incubacion, completar volumen del medio de

cultivo a los indicados en el apartado de subcultivo celular.

10. Incubar a temperatura ambiente sin fuente de CO..
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COSECHA Y ALMACENAMIENTO DE AISLADOS VIRALES

Los virus en cultivo se pueden cosechar para establecer bancos con

prototipos virales o para confirmar casos de pacientes enfermos por
inmunofluorescencia o técnicas moleculares. Dependiendo del serotipo
infectante, el tiempo de cultivo varia. Generalmente dengue 1 y 2 son de
crecimiento rapido y la mayoria son liticos, mientras que dengue 3 y 4
requieren mas tiempo y no ocasionan cambios morfolégicos tan notorios en
la monocapa celular. La suspensiéon células/virus se debe tratar con una
mezcla de suero bovino fetal y bicarbonato de sodio para después
almacenarse en un ultracongelador. Se puede realizar una purificacion

mayor del aislado por centrifugacion diferencial.

Material
* Pipetas seroldgicas de 5 mL. Marca Corning. Cat. 4487.
* Pipetas seroldgicas de 2 mL. Marca Fisherbrand. Cat. 11-678-11C.
* Raspadores celulares de 25 cm. Marca Corning. Cat. 3010.
* Tubos falcon de 15 mL. Marca Corning. Cat. 430053.

* Tubos eppendorf de 1.5 mL estériles.

Reactivos
* Suero Bovino Fetal.500 mL. HyClone.Cat. sh30396.03.

e Solucién de bicarbonato de sodio al 7.5% , In vitro S.A.

Equipo
e Campana de flujo laminar.
* Micropipetas automaticas.
* Pipetor.
* Hielera.

* Ultracongelador Revco.
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Protocolo
1. Transcurridos de 12 a 15 dias de la infeccién celular, se puede
cosechar el virus.
2. Raspar con gendarme la botella.
3. Recolectar el medio de cultivo y colectar alicuotas de 180 pL en tubos
eppendorf de 0.2 mL.

4. Almacenar a -70°C.
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INMUNOHISTOQUIMICA

En el estudio del virus del dengue se pueden emplear anticuerpos

monoclonales para la deteccion de antigenos especificos de la familia
Flavivirus . La reaccion antigeno anticuerpo es demostrada por
inmunofluorescencia secundaria o indirecta (también conocida por sus siglas
IF1) en la cual se hace uso de dos anticuerpos; el anticuerpo primario es el
que reconoce y se une a al molécula diana, mientras que el secundario que
es el que se encuentra marcado con el fluoréforo, reconoce al primario y se
une a él. Esta técnica se puede emplear para la deteccidn del virus del
dengue en cortes de tejidos y/o cultivos celulares. [Henchal EA, Gentry MK,
McCown JM, Brandt WE. Dengue virus-specific and flavivirus group
determinants  identified with monoclonal antibodies by indirect
immunofluorescence. Am J Trop Med Hyg. 1982 Jul;31(4):830-6.]

Material
* Portaobjetos

* Pipetas automaticas

Reactivos
* Anti-Flavivirus Group Antigen Antibody, clone D1-4G2-4-15 (EMD
Millipore Corporation, Germany, dilucién 1:3000)
e Kit ImmPACT™ DAB EqV Peroxidase substrate (Vector

Laboratories®)

Equipo
* LabGenius Orbital Shaker. Daigger Scientific. Cat.EF9769
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Protocolo

1.

10.

11.

12.

13.

14.

Se desprenden las CMN cultivadas en placas de 24 pozos con 24
h.p.i. dejando la placa en hielo por 10 minutos para permitir el
desprendimiento.

Recolectar el sobrenadante en tubo eppendorf 0.6mL y se centrifuga
a 500rpm por 5 min

. Se decanta el sobrenadante y resuspende el pellet en 30 yL de

PBS1X

Se toman 10 pL y se aplican en un portaobjetos dejando secar por 15
min al aire ambiente.

. Se fija con acetona fria toda la noche(16 hrs)

Se deja secar el portaobjetos a temperatura ambiente

Agregar 15uL de anticuerpo 4G2 (anticuerpo primario) en una dilucién
1:3000 con agua miliQ estéril e incubar 35 min a 37°C en camara
humeda

Lavar 5 veces con PBS1X

Se agregan 12 uL de anticuerpo secundario IgG anti-mouse sobre la
muestra

Incubar 1 hr a 37°C en camara humeda
Lavar 5 veces con PBS1X

Mezclar 500uL de reactivo 1 con 500uL de reactivo 2 del Kkit
ImMmPACT™ DAB EqV Peroxidase substrate

Colocar 20uL de la mezcla a cada muestra e incubar a temperatura
ambiente por 10 minutos

Lavar por 5 minutos con agua miliQ
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PROTOCOLOS PARA MANEJO DE RNA

EXTRACCION DE RNA DE AISLADOS VIRALES Y DE CELULAS Huh7
PARENTAL

TRIzol (Invitrogen), es una solucion monofasica de fenol e isotiocianato de
guanidina, que se emplea para la extraccion de RNA basada en el método
desarrollado por Chomczynski y Sacchi. [Anal. Biochem. 162 :156-9, 1987.]
Durante la homogenizacion de la muestra, el reactivo mantiene la integridad
del RNA mientras lisa las células y disuelve componentes celulares. La
adiciéon de cloroformo y la posterior centrifugacion, separa la mezcla en dos
fases (acuosa y organica). EI RNA se precipita afiadiendo isopropanol a la

fase acuosa y se recupera por centrifugacion.

Material
* Microtubos de 1.5 mL. Marca Axygen. Cat. MCT-150-C.
* Microtubos de 2 mL. Marca Axygen. Cat. MCT-200.

* Pipetas automaticas.

Reactivos
* TRIzol.
* Cloroformo. 500 mL. Sigma-Aldrich. Cat. 2432-500mL.
* |sopropanol.
* Etanol al 70% en agua DEPC.
* Agua DEPC.

Equipo

* Centrifuga refrigerada.

e Campana de flujo laminar.
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Protocolo

1.

Remover el medio de cultivo por aspiracion de la botella o de los
pozos de la placa de cultivo. No hacer lavado con PBS.

Fase de homogenizacion: Adicionar TRIzol de acuerdo al formato de
placa que se empled (24 pozos anadir 200 uL por pozo y a la de 6
pozos anadir 500 uL por pozo).En el caso de los aislados virales, se
afnadira una proporcion1:1 (aislado viral:TRIzol).

Fase de separacion: Incubar durante 5 minutos a temperatura
ambiente para permitir la disociacion completa de los complejos de

nucleoproteinas.

4. Transferir la mezcla de TRIzol a un tubo eppendorf de 2 mL.

5. Anadir lo correspondiente a cloroformo frio por cada 200 pL de TRIzol

empleados. Mezclar por inversion 15 segundos.

6. Incubar el tubo en hielo de 2 a 3 minutos.

7. Centrifugar a 13000 rpm durante 15 minutos a 4°C.

8. Fase de precipitacion: Recuperar la fase acuosa y adicionarle 500 uL

10.
11.

12.
13.

14.

de isopropanol frio por cada mililitro de TRIzol empleado.

Incubar a -80°C durante una hora o toda la noche.

Centrifugar a 13000 rpm durante 15 minutos a 4°C.

Fase de lavado: Remover el sobrenadante y lavar la pastilla con 1 mL
de etanol 70% (con agua DEPC) frio por cada mililitro de TRIzol
empleado. Mezclar con vértex.

Centrifugar a 13000 rpm durante 15 minutos a 4°C.

Fase de resuspension: Retirar etanol sin tocar la pastilla con la
puntilla.

Dejar secar a temperatura ambiente.

15.Resuspender la pastilla en 20-30 yL de agua DEPC con 1 pL de

inhibidor de RNAasas (RNAaseOUT)
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SINTESIS DE CDNA (RETROTRANSCRIPCION).

En la reaccion de retrotranscripcion, se sintetiza cDNA (DNA
complementario) a partir del RNA por accién de la enzima retrotranscriptasa
reversa. En este protocolo la enzima empleada es la MMLV (Molones Murine
Leucemia Virus), obtenida de forma recombinante y purificada a partir de E.
coli. Posee actividad 5-3’ ribonucleasa H, la cual permite alongar las

cadenas de cDNA hasta una longitud mayor a 7 Kb.

Material
* Microtubos de 0.2 mL. Marca Axygen. Cat. PCR-02-C1.

Reactivos
» Buffer RT 5X
* Random primers 0.02 mg/mL
« DTTO0.01M
* dNTPs 10 mM
* Inhibidor de RNAsas 40 U/mL
* Agua mili Q tratada con DEPC

Equipo
* Pipetas automaticas.
e Termociclador. Marca Applied Biosystems. Modelo GeneAmp PCR
System 9700.

Protocolo
1. Colocar en un tubo eppendorf de 0.2 mL 1 puL de random primers, 3
pML de RNA 'y 7.5 yL de agua DEPC.
2. Colocar los tubos en el termociclador a 72 °C durante 10 minutos.

3. Incubar la muestra en hielo durante 3 minutos.
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4. Preparar la siguiente mezcla de reaccion: 4 yL de buffer RT 5X, 2 uL
de DTT 0.1 M, 0.5 yL de inhibidor de RNAsas y 1 yL de dNTPs 10

mM.

5. Anfadir 8 pL de la mezcla de reaccién al tubo que se incubd en hielo,

asi como 1 pL de la enzima MMLV.

6. Colocar el tubo en el termociclador y continuar con el siguiente

programa:

a) 10 minutos/ 25 °C.
b) 60 minutos/ 37 °C.
c) 5 minutos/ 94 °C.
d) 10 minutos/ 4 °C.

7. Terminando el programa del termociclador,

contiene el cDNA y almacenarlo a -20°C hasta su uso.

retirar el tubo que

Condiciones de reaccion Programa del termociclador
Reactivo Volumen Paso Temperatura Tiempo
Buffer RT 5X 4 uL 1 72 °C 10 minutos
DTT01 M 2 uL 2 25°C 10 minutos
RNAse out 0.5uL 3 37 °C 60 minutos
dNTPs 10 mM 1L 4 94 °C 5 minutos
RT-MMLV 200U/mL 1L 5 4°C 10 minutos
Volumen total 8.5 uL
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EXTRACCION DE RNA POR COLUMNA DE CELULAS
MONONUCLEARES

Esta técnica de extraccion esta basada en la adsorcion y desorcidn de los
acidos nucleicos en presencia de sales caotropicas. Con la adiciéon de iones
caotrépicos se crea un entorno hidrofébico alrededor del DNA. Bajo estas
condiciones hidrofébicas, los acidos nucleicos se unen perfectamente a la
membrana de silica de las columnas, mientras que las proteinas, los
metabolitos y otros contaminantes no se unen vy, por lo tanto, son eliminados
de la muestra durante los pasos de lavado. Posteriormente, los acidos
nucleicos se eluyen de la membrana de silica mediante tampones de elucion
con baja concentracién de sales (ligeramente alcalinos) o simplemente agua,
ya que permiten recuperar la capa hidratante de los acidos nucleicos,

liberandolos asi de la membrana.

Material
* Microtubos de 1.5 mL. Marca Axygen. Cat. MCT-150-C.

* Pipetas automaticas.

Reactivos

* [-mercaptoetanol

» Buffer RLT
» Buffer RW1
» Buffer RPE
* Etanol al 70% en RNase free water.
* Agua DEPC.
Equipo

* Centrifuga refrigerada.
e Campana de flujo laminar

* Microcentrifuga. Marca Eppendorf. Modelo 5415D
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Protocolo

1.

Antes de comenzar se preparara, de acuerdo al volumen de buffer de
lisis que se empleara, 10uL de B-mercaptoetanol por cada 1 mL de
buffer RLT y dejar a 4°C por al menos 40 minutos. Debe estar frio
antes de usar.

En cada pozo de placa de 24 pozos se retira medio y se afiaden
directamente 150uL de RLT con B-mercaptoetanol o bien si
consideramos que tenemos entre 1 a 5 x 10° células se agrega 350pL

directamente al pellet.

3. Se recolecta el contenido del pozo

4. Se anade al lisado 1 volumen de etanol al 70% y se mezcla por

= © © N ©

11.

pipeteo (No centrifugar)

Transferir 700uL de la muestra (incluso si hay precipitado) a la
columna de silica del kit.

Centrifugar 15 segundos a >10,000 rpm

Tirar el contenido del tubo colector y reusarlo

Anadir 700uL de buffer RW1 a la columna

Centrifugar 15 segundos a >10,000 rpm

.Quitar la columna con cuidado y cambiar el tubo colector por uno

nuevo.
Anadir 500uL de RPE a la columna y centrifugar 15 segundos a
>10,000 rpm

12. Repetir paso 11

13. Colocar columna en microtubo de 1.5 mL
14. Anadir 20uL de RNase free water

15. Centrifugar a maxima velocidad por 1 minuto
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