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“The DNA records are poems and music...
Adenine and Thymine...
Guanine and Cytosine...

Rythm and melody...
Perhaps the DNA of the living beings
is recomposed by the
sound they generate within?

I wonder if life-forms are
just dreaming in an endless
flow of music?"

-Masato Kato, 1999.
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RESUMEN

“EVALUACI()N DEL IMPACTO DEL SILENCIAMIENTO DE LOS GENES APC Y HSP90 DE
CELULAS HUMANAS EN LOS NIVELES DE INFECCION DE LOS SEROTIPOS 1Y 2 DEL
DENV”

Nombre: Q.F.B. Daniel Arellanos Soto

Institucion: Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, Facultad de Medicina.

Localizacién: Monterrey, Nuevo Ledn.

Fecha de titulacion: Enero 2011

Paginas en el Estudio: 139

Introduccién: La fiebre del dengue es la enfermedad viral transmitida por artrépodos a
humanos mas frecuente del mundo, con cerca de la mitad de la poblacion mundial en riesgo de
la infeccion. El alto predominio, la carencia de una vacuna eficaz, y la ausencia de tratamiento
especifico situan a esta enfermedad como un serio problema y amenaza a nivel mundial. Hasta
el momento no existen vacunas para prevenir la infeccion ni drogas especificas para controlar la
replicacién viral. En los ultimos afios, el conocimiento parcial del ciclo de multiplicacion del virus
en la célula huésped y de las caracteristicas estructurales y funcionales de las proteinas virales
ha impulsado el estudio de diversos blancos potenciales para la accion antiviral, ya sea a través
del disefio racional de inhibidores o mediante el ensayo empirico de compuestos de sintesis y
productos naturales. Es importante considerar que el DENV, al igual que otros virus tiene sélo
10 genes propios y debe dirigir y utilizar proteinas producidas por el organismo que infecta para
completar su ciclo vital. Desde esta perspectiva en otro intento por generar informacién para
controlar la enfermedad, recientemente dos grupos de investigacion estadounidenses dirigidos
por del Dr. Stephen Elledge y Dr. Garcia-Blanco, realizaron un tamizaje genético masivo para
identificar moléculas del huésped que son necesarias para que el DENV se replique. Los
investigadores identificaron alrededor de 82 familias proteicas involucradas en la replicacion del
DENV. A la fecha la funcién especifica de estas proteinas en la modulacién de la replicacion
viral no se conoce, mucho menos los mecanismos y las vias de sefializacion implicados en
dicha regulacién. Este hallazgo abre numerosas perspectivas y oportunidades en la busqueda
de nuevos blancos antivirales.

Objetivo: Evaluar el impacto de los genes APC y HSP90 en la infeccion con DENV serotipos 1
y 2.

Materiales y Métodos: Se amplificaron DENV aislados a partir de sueros de pacientes
virémicos, se amplificaron en células C6/36 y la infeccién se evalud por registro de cambios
morfolégicos y por PCR. Los aislados virales obtenidos se emplearon para infectar células Huh-
7 bajo diferentes dosis infecciosas (TCID). Utilizando RNAs de interferencia se silenciaron los
genes APC y HSP90 para después infectar cultivos de células Huh-7 silenciadas y evaluar el
impacto de la presencia de estos genes en la infeccién viral.

Resultados: APC parece estar involucrado en el proceso de infeccion viral, que que los cultivos
infectados con DENV 1-2 mostraron un dafio menor en comparacion con los cultivos con la
expresion normal del gen. Los cultivos infectados y con APC silenciado no presentarom tanto
efecto citopatico como los cultivos con los genes expresandose. El gen HSP90 previamente se
habia identificado como una molécula que media el proceso de entrada de la particula viral,
formando parte del receptor viral. Los cultivos donde HSP90 se silencié no presentan tanto
efecto citopatico como aquellos donde el gen se encuentra presente.

Conclusiones: APC y HSP90 parecen estar involucrados en el proceso de replicacion del
DENV 1-2. El silenciamiento de APC parece disminuir la lisis de las células infectadas, mientras
que la reduccién de la expresion de HSP90 parece ocasionar cultivos celulares con menos dafo
efecto citopatico post-infeccion y sin lisis. Sin embargo se requieren mayores estudios para
elucidar el papel de cada uno de estos genes en el ciclo de replicacién viral.

Dra. Ana Maria Gpe. Rivas Estilla.
Firma del Asesor



EVALUACION DEL IMPACTO DEL SILENCIAMIENTO DE LOS GENES APC Y HSP90 DE CELULAS
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Capitulo |

INTRODUCCION

El dengue es la enfermedad viral transmitida por artropodos a humanos
mas frecuente del mundo, con cerca de la mitad de la poblacién mundial
en riesgo de infectarse en algin momento de su vida." Sus
manifestaciones clinicas varian en severidad desde un sindrome febril
autolimitado conocido como fiebre de dengue o dengue clasico, hasta
una fiebre hemorragica o dengue hemorragico. ? La complicacién mas
grave, el sindrome de choque por dengue es potencialmente fatal.? El
alto predominio de la enfermedad, la carencia de una vacuna eficaz y la
ausencia de un tratamiento antiviral especifico sitian a este

padecimiento como un serio problema reemergente a nivel mundial.®

El agente etiologico de la enfermedad es el virus del dengue, miembro
del género Flaviviridae y de la familia Flavivirus.® Se han descrito cuatro
tipos de virus del dengue altamente relacionados entre si (serotipos), con
la capacidad de causar el mismo cuadro patolégico al infectar al

hospedero humano.?
1.1. EPIDEMIOLOGIA

Los reportes mas antiguos de una enfermedad similar al dengue
provienen de China (265-420 D.C.).“’5 El primer brote epidémico
reportado ocurrié entre 1799 y 1780 simultdneamente en Egipto,
Indonesia, India y Estados Unidos.* Los origenes del término “dengue”
no son muy claros. El término parece haber surgido a partir de la frase

Swahili ‘Ki-dinga pepo’ que define a la enfermedad como una plaga
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ocasionada por un espiritu maligno.5 La primera descripcion del cuadro
sintomatico fue realizada por el Benjamin Rush en 1780 después de
comparar pacientes en Filadelfia durante la epidemia en Estados
Unidos.® En ese momento el término popular empleado para nombrar a
la enfermedad era ‘Fiebre quebrantahuesos’ debido al cuadro

sintomatico que se presenta.’

El dengue es la enfermedad transmitida por vector que se ha diseminado
en mayor medida a nivel mundial durante los ultimos 50 afios y la
causante de la fiebre hemorragica con mayor incidencia.! Las razones
para esto incluyen una elevacién en la frecuencia de brotes epidémicos y
la cambiante distribucion del virus y el vector. La enfermedad se ha
vuelto endémica en mas de 100 paises, aunque se le sigue
considerando un padecimiento de zonas tropicales y subtropicales.?
Fendémenos naturales como ‘el Nifo’ y los efectos del continuo
calentamiento global, con el paso del tiempo incrementaran el numero de
zonas en las cuales el ambiente sera apto para la transmision de la
enfermedad, representando un riesgo potencial para la poblacion

mundial. (Figura 1) %1

January isotherm

3 - s July isotherm
] 10.C

% Thecontourlinesof the January and July sctharms indicate the pofantial geographicallimit of the northern and
sauihern hemispheres for year-round survival of Adeas aegypi, the principal mesquita vecker of dengue viruses

counfries or areas af risk
{As of 1 Navember 2008)

Figura 1. Distribucién mundial del dengue.10
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En los ultimos 50 afios la incidencia de la enfermedad ha aumentado 30
veces, con expansion geografica a nuevos paises tanto en zonas
urbanas como rurales.! Se estima que anualmente ocurren 50 millones
de infecciones nuevas y aproximadamente 2.5 billones de personas
habitan en paises endémicos.'” 2 Es importante mencionar que la
resolucion EHA58.3 de la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
incluye al dengue como un ejemplo de enfermedad que constituye un
problema emergente de salud publica a considerar como asunto de
seguridad nacional.™® ' El dengue representa una carga econémica y
social para los sistemas de salud publica en las zonas endémicas. El
numero de casos anuales reportados a la OMS variaron de 0.4 a 1.3
millones en la década de 1996 a 2005.2"° Los casos no reportados y los

malos diagndsticos son los mayores obstaculos a superar para conocer

el panorama mundial real."®
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Figura 2. Estadistica comparativa de los casos reportados de dengue a nivel

mundial en el periodo comprendido entre los afios 1955 - 2007.10
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El dengue es una enfermedad cada vez mas frecuente en el sudeste
asiatico, el continente americano y otras regiones del mundo. En los
ultimos cinco anos, América Latina ha experimentado un aumento
inusitado de casos de dengue y dengue hemorragico.® El nimero de
casos se ha incrementado de 267 mil en 2003 a mas de 550 mil en 2006.
La mayor proporcién correspondid a Brasil, pais que ha llegado a
contribuir con mas de la mitad de lo notificado cada afo, seguido en
orden de frecuencia por Colombia, Venezuela, Honduras y México,
aunque éstos Ultimos, con una menor magnitud.® Durante 2007, se
registraron mas de 800 mil casos de dengue, 46.1% mas, que en el ano
anterior. Del total de casos notificados en este afio, 25,811 corresponden

a dengue hemorragico. (Tabla 1).2

Pais 2003 2004 2005 2006 2007
Brasil 341,902 112,928 203,789 346,550 481,316
Colombia 52,588 27,523 30,475 36,471 41,773
Venezuela 26,996 30,693 42,198 39,860 80,646
Costa Rica 19,699 9,408 37,798 12,124 26,440

México 5.018 8,202 16,862 27,287 456
Honduras 16,559 19,971 18,843 8,436 33,508
Resto 48,004 53,645 59,373 57,419 90,695
Total 510,736 262,370 409,338 528,147 802,834

Tabla 1. Casos de dengue en América registrados del afio 2002 al 2007.%

México es un pais endémico con brotes re-emergentes, donde se ha
reportado la presencia de los cuatro serotipos virales circulando
simultaneamente desde el afio 2004 (Tabla 2, Figura 3). El serotipo
DENV-1 se detecté en Centroamérica y Yucatan en el ano 2002, pero
desde 1994 no se le habia relacionado con brotes epidémicos.'® 1 El
serotipo DENV-2 se detecté en 1999 en Chiapas, extendiéndose en el
2000 hacia Veracruz y Oaxaca, en el 2001 a Guerrero y la peninsula de

Yucatan y en el 2002 hacia el Pacifico Occidental, Estado de México,
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Tamaulipas, Hidalgo y Coahuila." '® El serotipo DENV-3 se dejé de
detectar a nivel nacional en el afio 1999, pero reemergié en el 2002 en
botes epidémicos en diversos estados.' '®* DENV-4 se detectaba en
1995 y 1996 en el sur del pais, pero a partir de 1999 su incidencia
disminuyo.'® "

El dengue se encuentra presente en México desde la década de los
afos setenta con variaciones anuales en su incidencia y brotes
epidémicos de diferentes magnitudes, principalmente en los estados de
la regién sur-sureste, Pacifico y Golfo de México.®'® En esas regiones, la
transmisiéon es atribuible a factores tales como la circulacion viral,
presencia y abundancia del vector, migracién, densidad poblacional,
intensificacion de los fendmenos hidrometeoroldgicos y otros factores
especificos que involucran la operacion del Programa de Prevencion de
la transmision de la enfermedad a cargo de la Secretaria de Salud en los

estados.® 101

Serotipos 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002

1 16.7 27 6.5 5 3 0.7 - 0.7
2 38.6 2 1.6 2 13.4 55.2 75 65.6
3 8.8 60 88.3 93 81.7 441 25 33.7
4 35.9 11 3.6 - 1.9 - -

Tabla 2. Porcentaje de serotipos circulantes en México entre 1995-2002.17

El dengue reingreso a finales de los afos setenta a México y se extendio
por todo el pais. En la actualidad presenta variaciones anuales en su
incidencia y brotes epidémicos de diferentes magnitudes, en particular
en los estados de la region sur-sureste y costas del Océano Pacifico y
Golfo de México, con eventos epidemiolégicos mas esporadicos en los

estados del centro y norte del pais. 32
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INCIDENCIA*®

(1 o0.00
] 0.01 -44.80

] 44.81-89.55
[ 89.56 — 134.30
Bl 134.31 - 179.04

- El Estado de Baja California Sur presento la incidencia mas alta: 267 44
*Incidencia de FD y FHD, por 100 mil habitantes

Figura 3. Incidencia y serotipos de los casos confirmados por la SSA

en México hasta la semana 50 del afio 2010."®

Indicador 2009 cierre 2009 semana 50 2010 semana 50
Casos de fiebre por
44565 44228 22035
dengue
Casos de fiebre
hemorragica por 11396 11147 6242
dengue
Total de casos de
55961 55375 28277
dengue
Defunciones por fiebre
hemorragica por 96 94 47
dengue
Letalidad (por casa 100
0.84 0.84 0.75

casos)
Tabla 3. Casos confirmados de fiebre de dengue y fiebre hemorragica por dengue

hasta la semana 50 del afio 2010. Secretaria de Salud, México."®

Para el periodo 2001-2007 se observd una tendencia anual ascendente,

en la que estados como Veracruz, Chiapas, Quintana Roo, Tamaulipas,
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Nayarit, Jalisco y Sonora han contribuido a mantener una presencia de
casos, cada vez mayor, alcanzando para 2007 las cifras mas altas en lo
que va de la década, tanto de dengue clasico, como hemorragico.'® El
comportamiento de la transmisién denota aumentos anuales progresivos,
con repuntes en el segundo semestre de cada afo. No obstante, en
México se observan incrementos en la transmision al inicio de cada ciclo

anual, 31819

Los datos registrados hasta la semana 50 del afio 2010 por la Secretaria
de Salud (Tabla 3) reportan una incidencia general aproximadamente
50% menor que el afo anterior, y la letalidad de los casos se vio
disminuida probablemente debido a la concientizacion del medio clinico
a las sefiales de alarma de la enfermedad.' ?° Los estados con mayor
incidencia hasta el 18 de diciembre del 2010 fueron Baja California Sur,
Colima, Guerrero, Campeche y Yucatan.'® 2 E| Estado de Nuevo Leodn
presentd un aumento en los casos en comparacién con el afio 2009, sin
embargo el repunte no es comparable con aquellos estados donde la

incidencia anual permanece constante. & 18

1.2. AGENTE ETIOLOGICO

El estudio inicial del dengue implicaba a bacterias, protozoarios y
espiroquetas como posibles agentes causales. Fue hasta 1907 que
Asburn y Craig evidenciaron la etiologia viral de la enfermedad,
convirtiendo al virus del Dengue en el segundo patégeno viral
identificado después del virus de la fiebre amarilla.?" El virus fue aislado
hasta 1943 y después la comunidad cientifica identific6 que la

enfermedad podia ser causada por cuatro serotipos diferentes.?! ??
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Figura 4. Micrografia electrénica y estructura de la particula viral del dengue.26

El virus del dengue (DENV) es un miembro de la familia Flaviviridae y del
género Flavivirus. ?* La particula viral contiene un genoma de RNA de
cadena de polaridad positiva, dentro de una capside con simetria
icosaédrica, y rodeado por una envoltura externa en la cual se
encuentran insertas las proteinas prM y E. ?* ?° Dispone de una
membrana de naturaleza lipidica, que envuelve completamente al virién.
Fisicamente, el virus es esférico, con un tamafo que varia de 40 a 50
nm de diametro, presentando pequefias proyecciones superficiales de 5

a 10 nm. 2> 26

El genoma del virion tiene un tamano 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. EI ORF codifica para una uUnica 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) estan en el

extremo carboxilo de la poliproteina. (Figura 5) 2% 27
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envoltura polimerasa

helicasa

Figura 5. Estructura del genoma viral del dengue y sus productos proteicos. 25,26

El genoma de RNA del virus dengue y de todos los Flavivirus, tiene por
caracteristica presentar un cap (capucha) en su extremo 5
(m7GpppAmp) y carecer de un tracto poliadenilado en su extremo 3'.28
Presenta ademas un marco de lectura abierto que varia en tamafo de
acuerdo con cada serotipo del virus, incluso entre un serotipos

homologos (Figura 5).28

El mecanismo de replicacion del virus del dengue no se ha esclarecido
totalmente, sin embargo las evidencias experimentales indican un
proceso similar al de la mayoria de los miembros de la familia
Flaviviridae, ilustrado en la figura 6. La adhesién (adsorcién) de la
particula viral a la célula inicia con la unién de la glicoproteina E (gpE) de

la envoltura viral con un receptor de la membrana plasmatica celular,
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seguida de la entrada de la particula viral que conduce al desnudamiento

y liberacion del genoma viral de RNA en el citoplasma. 2% 3031

Liberacion de
Union al receptor v ‘ particulas virales

Encapsidacion del nuevas

genoma nuevo 1: ' ‘

Endocitosis

Replicacion del Maduracién

genoma de RNA del virién
Encapsidacion

EE del genoma K*
nuevo
V C‘:EDD
7 Aparato
\ @b de Golgi

Liberacion de
nucleocapside

B —
Traducclon proteica Reticulo
endoplasmico

Figura 6. Ciclo de replicacion del virus del dengue.29

Tanto la naturaleza del receptor (residuos de heparan sulfato o proteinas)
como el mecanismo de entrada (endocitosis o fusion en membrana)
estan en discusion.® El genoma es traducido a una Unica poliproteina,
que es procesada por proteasas virales y celulares para sintetizar
simultaneamente todas las proteinas virales intracelulares: que
corresponden a tres proteinas estructurales (C, prM y E) y siete no
estructurales (NS), que cumplen diversas funciones en el ciclo de

replicacion.?

La RNA polimerasa RNA-dependiente viral (NS5), asociada a otras
proteinas NS, replica el RNA gendmico produciendo una molécula
complementaria de RNA de polaridad negativa, la que a su vez actua
como templado para la sintesis de nuevas cadenas de RNA de polaridad

positiva.®® Las réplicas de genoma viral son encapsidadas por la proteina

10



EVALUACION DEL IMPACTO DEL SILENCIAMIENTO DE LOS GENES APC Y HSP90 DE CELULAS
HUMANAS EN LOS NIVELES DE INFECCION DE LOS SEROTIPOS 1Y 2 DEL DENV

C vy luego, las nucleocapsides adquieren su envoltura a partir de la
membrana del reticulo endoplasmico hacia el espacio luminal.** A partir
de alli, las particulas virales son transportadas por el sistema exocitico
secretorio hacia la superficie en tanto que las glicoproteinas virales
adquieren su forma madura por procesamiento de los residuos
hidrocarbonados en el sistema de Golgi y, finalmente, los viriones son
liberados al medio extracelular por fusion de la vesicula de transporte

con la membrana plasmatica.®

Se han descrito cuatro tipos de virus capaces de causar fiebre de
dengue. A estos cuatro virus se les ha denominado serotipos, debido a
que tienen epitopes comunes en la proteina de la envoltura, lo que
ocasiona una elevada reactividad cruzada en pruebas serolégicas.®® A
nivel gendémico, estos serotipos virales difieren aproximadamente un

30% en su secuencia nucleotidica.®”

En humanos, cada uno de los cuatro serotipos virales se ha asociado
con dengue clasico y dengue hemorragico. Estudios realizados en Cuba
y Tailandia han mostrado una alta asociacion consistente entre la
infeccidn con el serotipo DENV-2 y casos de fiebre hemorragica/ choque
de dengue, pero entre 1976-1978 en Indonesia, 1980-1982 en Malasia,
1989-1990 en Tahiti y desde 1983 hasta la actualidad en Tailandia, se
ha observado que el serotipo que mas incidencia presenta en los casos
complicados es el DENV-3.*® Sin embargo no es regla, puesto que en
México en 1984, Puerto Rico en 1986 y EI Salvador en 1989 se

diagnosticaron pacientes complicados con el serotipo DENV-4. 3

En general, los casos complicados se presentan con mayor frecuencia
en dos grupos de pacientes inmunologicamente definidos: nifios que han
sufrido una reinfeccién y nifos que portan anticuerpos maternos contra

el virus del dengue. Actualmente se desconoce el mecanismo o los

11
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factores que influyen para que un paciente evolucione hacia una fase

critica.®

Southeast Asia (north)

DENV-1 (1, 11, 1)
Indi i Lank DENV-2 (Am/As, As |, As Il, Cos
Latin America & Caribbean ndlaDéE\;J1 (T”ﬁ DENV-3 ﬁn) )
ggm\\;; g.llilr)n Am/As, Cos) B O i A
BEW‘E g::; I’V) , DENE\)II_E%(\LI-'A,”(II)) gg:tvh-??ﬁt Ijllb;;sia (south)
Sub-Saharan Africa BEH¥§ fﬁ,l; As Il, Cos)
DENV-1 (1ll) -3 (1,
DENV-2 (Cos) DENV-4 (I, 1) ,
DENV-3 (lll) QOceania
DENV-1 (Il
DENV-2 (Amf ()305)
DENV-3 (I1l)
DENV-4 (II)

Figura 7. Distribuciéon geografica de los distintos genotipos

del dengue a nivel mundial. 37,39

Actualmente el andlisis del genoma de los serotipos virales ha sido la
pieza central de los estudios en la evolucién y epidemiologia del dengue.
En particular, cada uno de los serotipos presenta diversidad genética
extensa en forma de clusters filogenéticamente relacionados que se han
denominado genotipos, aunque no se ha descrito un criterio especifico
para definir cada uno de ellos.>* Los genotipos se han definido
dependiendo de Ila regidon geografica que ocupan: americano,
asiatico/americano, asiatico |, asiatico Il y cosmopolita. Sumado a esto
se ha reportado que la posibilidad de la sustitucién del genotipo viral
circulante en una poblacion por uno distinto pudiera ser la causa de los

brotes epidémicos reemergentes. (Figura 7) 3"3°

1.3. MECANISMOS DE TRANSMISION

Los vectores mas comunes para el virus del dengue son los mosquitos

hematofagos Aedes aegypti y Aedes albopictus.*® Estas especies se han

12
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adaptado a la convivencia con humanos, a menudo proliferando en
acumulaciones de agua en basureros, patios y jardines o en
contenedores desechados por humanos. Los mosquitos Aedes se
alimentan durante el dia.*' Si se les perturba durante su alimentacién
suelen buscar gente cercana para morderlos, teniendo el potencial de
infectar con el virus a todos los miembros de una familia o de un grupo,
quienes desarrollaran la infeccién entre 24 y 36 horas post-inoculacion

inicial. % 1341

Eylurir;’rnrmtic Epidemic

" /%\.
N

N
S, N
S g

Mature Reviews | Microb: ;\lug:.'

Figura 8. Dinamica de transmision del dengue."'2

Existen reportes de un ciclo de transmisidn 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. (Figura
8) 9,42

Los mosquitos adquieren el virus cuando se alimentan de un humano
virémico, y pueden transmitir el virus si muerden a otro humano de 8 a
12 dias después de la ingesta inicial.** Este periodo se denomina
incubacién extrinseca y representa el tiempo en el cual el virus se

replica en las glandulas salivales del vector, el cual permanece infectado

13
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durante el resto de su periodo de vida (15 a 65 dias). Se ha
documentado transmision vertical del virus en mosquitos, lo cual significa
que los mosquitos infectados pueden pasar el virus a los descendientes

jovenes.*

El riesgo de ser mordido por un mosquito es mas alto durante el inicio de
la mafana y en las ultimas horas de la tarde antes de la puesta del sol,
ya que son los periodos en los cuales las hembras se alimentan con
mayor frecuencia.*® Sin embargo esto no representa una limitante,
puesto que pueden alimentarse a cualquier hora del dia.*! Una vez que
el virus se ha inoculado en el humano, el virus se replica entre 3 y 14
dias en un periodo denominado incubacion intrinseca, que antecede a la

aparicién de la sintomatologia de la fiebre de dengue.**>*

Aunque no se ha documentado la transmision directa del virus de
persona a persona, existen reportes de casos originados por donacion y
transplante de 6rganos y médula 6sea® lesiones ocasionadas por
punzocortantes (agujas) y contacto con membrana mucosa
contaminada.*® *¢ 4" También se considera actualmente a la enfermedad
como un riesgo ocupacional para el especialista en el campo de la salud,
puesto que se han reportado casos de transmision del virus de paciente
a meédico, ocasionados por lesiones con agujas contaminadas con

sangre virémica.*® 4

El dengue se esta diseminando rapidamente a zonas nuevas, y la
frecuencia de brotes epidémicos esta aumentando. También se ha
observado que la edad de los pacientes con dengue esta aumentando.
Esto representa un riesgo en el medio clinico debido a que potenciales
donadores de sangre se han convertido en un grupo de riesgo.”® El
riesgo de transmision de la enfermedad a través de transfusiones

sanguineas provenientes de donadores virémicos asintomaticos es un

14
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riesgo latente, sumado a que incluso en zonas endémicas en los bancos
de sangre no es comun hacer deteccidon de dengue en paquetes de
sangre completa o de componentes.®® En paises endémicos, como en
Singapur, el riesgo estimado de contraer la enfermedad es de 1.6 a 6

casos por cada 10000 transfusiones.*®

Se ha reportado transmisién vertical del dengue durante embarazo o
durante el nacimiento, con madres gestantes mientras cursan con fiebre
de dengue clasico o hemorragico.”’ En Malasia, pais endémico para
dengue, la Universidad de Malaya realiz6 un estudio en el cual demostro
que 2.5% de las parturientas cursaban con una infeccién reciente por
dengue, mientras que la tasa de transmision vertical en los casos

estudiados fue del 1.6%.%2
1.4. HISTORIA CLINICA DE LA ENFERMEDAD

La infeccion por dengue es una enfermedad sistémica y dinamica. Tiene
un amplio espectro clinico que incluye manifestaciones severas y no-
severas (Figura 9). Después del periodo de incubacién intrinseco la
enfermedad comienza repentinamente y es seguida por tres fases: febril,

clinica y de recuperacion. '°

Infeccién viral

| 1
Asintomatica Sintomatica

1

|

oy Fiebre hemorragica
 E——
Fiebre no (Fuga de plasma)
diferenciada Fiebre de dengue
(Sindrome viral) | |
Sin hemorragia Con hemorragia No shock g:‘g;’;’gﬁ

inusual

| l

<«——Fiebre de dengue ———» <——Dengue hemorragico ——

por dengue

WHO 85529

Figura 9. Manifestaciones clinicas del dengue.38
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En la fase febril el paciente tipico presenta fiebre repentinamente y
coincide con el aumento en la viremia sistémica. Esta fase febril aguda
generalmente dura de 2 a 7 dias y se acompana de enrojecimiento facial,
eritema, dolor corporal generalizado, mialgia, artralgia y cefalea. Algunos
pacientes pueden presentar irritacion en garganta, faringe irritada,
anorexia, nausea y vomito.'® Puede resultar dificil distinguir al dengue de
otros padecimientos en la fase febril temprana. Una prueba de torniquete
positiva en esta fase eleva las posibilidades de un diagnéstico correcto.
Es importante mencionar que la sintomatologia descrita con anterioridad
no permite distinguir entre casos de dengue severo y no-severo, por lo
cual se requiere monitoreo continuo para distinguir sefales de alarma y
otros parametros clinicos para reconocer la progresion hacia una fase

critica. 153

Pueden aparecer manifestaciones hemorragicas leves como aparicion
de petequias y sangrado de membranas mucosas (ejemplos:
membranas nasales y encias). Puede ocurrir sangrado vaginal masivo y
gastrointestinal pero no son comunes. % Se puede presentar
hepatomegalia después de los primeros dias del cuadro febril. La
anormalidad mas temprana en el recuento de células sanguineas es una
reduccién progresiva en el numero de leucocitos, lo cual eleva las

probabilidades de que el paciente tenga dengue. '% %

Durante el tiempo de defervescencia, cuando la temperatura disminuye a
37.5 - 38.0 °C o menos y permanece bajo este nivel, generalmente entre
los dias 3 y 7 de la enfermedad, puede ocurrir un incremento en la
permeabilidad capilar en paralelo con el aumento en el hematocrito. Esto
marca el inicio de la fase critica y el periodo de fuga de plasma
clinicamente significativo puede durar entre 24 y 48 horas.’ Una

leucopenia progresiva seguida de un decremento rapido en el recuento

16



EVALUACION DEL IMPACTO DEL SILENCIAMIENTO DE LOS GENES APC Y HSP90 DE CELULAS
HUMANAS EN LOS NIVELES DE INFECCION DE LOS SEROTIPOS 1Y 2 DEL DENV

plaquetario usualmente antecede a la fuga de plasma. En este punto los
pacientes sin incremento en la permeabilidad capilar comenzaran a
recuperarse, mientras aquellos con permeabilidad aumentada
empeoraran, como resultado de la pérdida del volumen de plasma.' El
grado de fuga plasmatica varia. Puede detectarse ascitis y efusion
pleural dependiendo del volumen perdido y de la terapia de restitucion de
liquidos empleada, por lo que el empleo de rayos X de térax y abdomen
es util para hacer un diagnéstico. El incremento del hematocrito a

menudo refleja la severidad de la fuga de plasma.'®%®

Cuando el volumen de plasma perdido es critico puede ocurrir choque
de dengue. A menudo se antecede por sefiales de alarma como
temperatura corporal subnormal. La hipoperfusion organica resulta en
dafio progresivo, acidosis metabdlica y coagulacion intravascular
diseminada, que se ven reflejados en un cuadro hemorragico severo y
una disminucién dramatica en el hematocrito.!® Pueden presentarse
hepatitis, encefalitis y miocarditis. Aquellos pacientes que mejoran
después de la defervescencia son diagnosticados con dengue no-,
severo. Algunos pacientes progresan a la fase critica de fuga de plasma
sin defervescencia, por lo que para hacer un diagnostico adecuado

deben monitorearse los posibles cambios en el recuento hematico.® 1°

Si el paciente sobrevive durante la fase critica entre 24 y 48 horas, se
puede presentar una reabsorcion gradual del fluido del compartimiento
extravascular en las siguientes 48 — 72 horas, comenzando la fase de
recuperacion. El estado general del paciente mejora, regresa el hambre,
desaparecen los sintomas gastrointestinales, se estabiliza la
hemodinamia y se retorna a una diuresis normal. Algunos pacientes
pueden presentar rash y prurito. El hematocrito se estabiliza o se

disminuye ligeramente por efecto del fluido reabsorbido.®
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Sin embargo no todos los pacientes progresan con buen prondstico
hacia la fase de recuperacién. La aparicion de fuga de plasma, choque,
acumulacion de fluidos con o sin afeccion respiratoria, hemorragias
severas y/o dafo sistémico generalizado, son indicativos de que el
paciente cursa con un cuadro de dengue severo y deben considerarse
como sefiales de alarma.® Mientras progresa la permeabilidad vascular,
la hipovolemia empeora. Generalmente sucede entre el dia 4 y 5 de la
enfermedad y durante la etapa inicial del choque, el mecanismo
compensatorio que mantiene una presion sanguinea sistolica normal,
ocasiona taquicardia y vasoconstriccion periférica con perfusiéon epitelial

reducida. %%’

Dias de la enfermedad 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Temperatura _4(?

E/

Deshidratacién Shock Reabsorciéon de
Situaciones clinicas hemondgico fluidos
potenciales

Falla orgdanica

Plaquetas
Datos de laboratorio

Hematocrito

......

lgM/IgG
Serologia y virologia viremia .
Curso de la enfermedad Febril Critica Fase de recuperacion

Figura 10. Historia clinica del dengue reportada por la OMS. 10

Pacientes con dengue severo pueden tener anormalidades en la

coagulacion, pero no son suficientes por si solas para causar

10,

hemorragias masivas. % Cuando no se presenta el cuadro

hemorragico generalmente se asocia el cuadro con choque profundo, ya
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que en combinacion con la trombocitopenia, hipoxia y acidosis puede
ocasionarse falla organica multiple y coagulacion intravascular
diseminada avanzada. El sangrado masivo puede ocurrir en pacientes
tratados con &cido acetilsalicilico, ibuprofeno o corticosteroides.'® > Las
manifestaciones inusuales, incluyendo la falla hepatica aguda vy
encefalopatia pueden presentarse, incluso en ausencia de fuga de
plasma severa o choque. *® Se han reportado encefalitis y cardiomiopatia
en algunos casos. Sin embargo, el mayor numero de muertes de
paciente con dengue ocurren en pacientes con choque profundo,
particularmente si la situacion se complica por el volumen de liquido

acumulado. 1% 57;58

1.5. DIAGNOSTICO DIFERENCIAL.

El diagnéstico eficiente y preciso del dengue es una necesidad primaria
en el ambito clinico. La deteccién temprana de casos, la confirmacion y
el diagnéstico diferencial de otras enfermedades febriles son actividades
importantes para el tratamiento adecuado de los pacientes, ademas de
que se requieren como base para el monitoreo continuo de la
diseminacion de la enfermedad, control de brotes epidémicos, estudios
académicos, asi como para el desarrollo de vacunas y disefio de

protocolos clinicos.*

ACCESIBILIDAD

| METODOS DIRECTOS | |METODOS \NDIRECTOS‘

£y

=9

KA
N

\

Deteccion
gendémica

Alslamiento
viral

CONFIANZA

Serologia
IgM

Serologia
19G

Deteccion
de NSI

Figura 11. Esquema comparativo de los diferentes

métodos de diagndstico del dengue.10
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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 11).1°

Los métodos directos mas empleados son el aislamiento viral, deteccion
del genoma viral y de la proteina NS1. ' '? Los métodos indirectos que
se emplean normalmente son seroldgicos y se basan en detecciones de
IgG/IgM. La técnica a utilizar es dependiente del tiempo en el cual se
requiere hacer la deteccion de la enfermedad. Durante las etapas
iniciales se recomienda emplear métodos directos, mientras que para el

final de la fase aguda se recomienda el uso de métodos indirectos. 1% 12

Antes del quinto dia de la enfermedad, durante el periodo febril las
infecciones pueden diagnosticarse por aislamiento viral en cultivo celular,
estandar de oro para la confirmacion de casos.'® ® Es muy importante
mantener las muestras congeladas para preservar la viabilidad de las
particulas virales presentes durante su almacenamiento y transporte.
Este proceso generalmente toma de 7 a 14 dias.'® ®® La deteccion de
acidos nucleicos permite la identificacion vy tipificacion del RNA viral en
un rango de 24 a 48 horas, pero requiere equipo y reactivos

especializados y caros.®! %% % En ambos casos, se requiere también de
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personal con experiencia en la técnica y el establecimiento de protocolos

de control de calidad para evitar contaminacion y resultados falsos.

Actualmente el uso de estuches comerciales para la deteccion de la
proteina NS1 se ha extendido a nivel mundial, puesto que permiten un
analisis directo de forma rapida y pueden trabajarse en laboratorios con

equipo e infraestructura limitados.®® ¢

Posterior al quinto dia, las particulas y antigenos virales desaparecen del
torrente sanguineo, coincidiendo con la aparicion de anticuerpos
especificos, permitiendo el empleo de métodos serologicos para
diagnosticar la infeccion.®® Para las técnicas seroldgicas el transporte y
almacenamiento de muestras, asi como el tiempo de colecta de la
muestra son mas flexibles. '® Se recomienda que las muestras se
mantengan a 4 °C para evitar la posible degradacion de los anticuerpos,

aunque estos son estables a temperatura ambiente. 1°

Cuando la infeccién por dengue ocurre en un paciente que no habia sido
previamente inmunizado con un Flavivirus o con una vacuna contra
alguno de ellos, se desarrolla una repuesta inmune primaria
caracterizada por un aumento lento en la concentracion de anticuerpos

especificos.'®

Los IgM son los primeros en aparecer y son detectables en el 50% de
los pacientes de 3 a 5 dias después de la aparicion de la sintomatologia,
en el 80% al dia 5y en el 99% al dia 10, alcanzando su maximo a las
dos semanas después del inicio del cuadro sintomatico y disminuyendo a
niveles indetectables de dos a tres meses después.'® 7 El igG anti-
dengue en suero se detecta en bajos titulos al final de la primera
semana de la enfermedad, incrementando lentamente y lograndose

hallar en suero probablemente durante toda la vida del paciente.”
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Durante una infeccidon secundaria, aquella en donde el paciente ya ha
cursado antes con dengue o ha sido previamente inmunizado con
vacunas, el titulo de anticuerpos se eleva rapidamente y reacciona de
forma cruzada contra multiples Flavivirus.”® El isotipo de anticuerpo
dominante es IgG, detectable en altas concentraciones incluso en la fase
aguda y persiste desde 10 meses hasta toda la vida del paciente. Los
niveles de IgM son tan bajos en estos casos que llegan a ser
indetectables, por lo que actualmente para diferenciar entre infecciones

primarias y secundarias se usan cocientes IgM/IgG."™>

Los métodos serolégicos tienen la ventaja de permitir la comparacion
entre muestras del mismo paciente obtenidas durante la fase aguda de
la enfermedad contra muestras colectadas semanas 0 meses después.
Un incremento de 4 veces en los niveles de IgG por ELISA o inhibicién
de la hemaglutinacion indica una infeccibn aguda o reciente. Sin
embargo, el esperar para la obtencidon del suero de un paciente
convaleciente no es util para el diagnostico y el manejo clinico y sélo es

Util para la realizacion de analisis retrospectivos.’™

El método de diagnéstico depende por lo tanto de multiples variables. La
tabla 4 muestra los métodos mas empleados actualmente, sus ventajas y
desventajas, mostrando que no todas son tan asequibles, precisas e
infalibles como pudiéramos necesitar. Nuevas estrategias se han ido
desarrollando con el paso del tiempo, como los inmunoensayos basados
en  microesferas, microarreglos y técnicas basadas en
inmunoluminiscencia.” Sin embargo no se encuentran disponibles mas
que a nivel de investigacion y desarrollo, no siendo aptas para su

utilizacion en el ambito clinico todavia.
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Tiempo T':::?
Diagnostico para
Método de infeccion obtencion Espécimen colde:ta Infrazztl:iupc;ura y Costo
aguda del
resultado mue*stra
Aislamiento  Confirmado 1-2 Sangre 1-5 dias Laboratorio BSL- $$$
viral y semanas completa, 2/BSL-3, cuarto de
serotipifica- suero, tejido cultivo, lineas
cion celulares
permisibles,
microscopio de
fluorescencia,
equipos para
biologia molecular
Deteccion Confirmado 1-2 dias Tejidos, 1-5dias  Laboratorio BSL-2 y $$%
del genoma sangre equipo para biologia
viral completa, molecular
suero,
plasma
Deteccion No 1 dia Suero 1-6 dias Equipo para ELISA $$
de NS1 determinado
Deteccion Confirmado > 1 dia Tejido para No Equipo para $$%
antigénica inmunohisto aplica histologia
-quimica
IgM ELISA Probable 1-2 dias Suero, > 5 dias Equipo para ELISA $
plasma,
o sangre .
Test rapido 30 completa No se requiere
IgM minutos infraestructura
adicional
IgG con Confirmado 7 dias o Suero, Fase Equipo para ELISA $
sueros mas plasma, aguda:
pareados sangre 1-5 dias;
Inhibicion completa Fase Laboratorio BSL-2
de la convales
hemagluti- -Ciente:
nacion >15
dias

* después de la aparicién de la sintomatologia en el paciente.

Tabla 4. Comparacion de las técnicas para diagnéstico del dengue mas usadas.

1.6. TRATAMIENTO

Actualmente no existe un tratamiento especifico para la infeccién 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 hospitalizacién. La admision
del paciente en el hospital es dependiente de la presencia de senales de

alarma. No se deben administrar antiinflamatorios no esteroideos (AINES)
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para no elevar las probabilidades de evolucibn hacia cuadros
hemorragicos. Durante la fase de recuperacion la restitucion de liquidos
debe detenerse para prevenir la sobrecarga de fluidos. 7® " 8 E|
tratamiento a seguir definido por la SSA dependiendo del caso de

dengue que presente el paciente se muestra en la tabla 5.

Para una enfermedad que es compleja en sus manifestaciones, el
manejo del paciente es considerablemente sencillo, barato y efectivo
siempre y cuando el médico logre dar un diagndstico temprano y se
realicen las acciones adecuadas en el tiempo correcto.'® La clave es el
reconocimiento temprano y el entendimiento del cuadro clinico durante
las diferentes fases de la enfermedad, para lograr una aproximacién
racional del caso y obtener un buen prondstico clinico. El control de la
transmision de la enfermedad se realiza tratando de limitar la presencia
del vector en comunidades urbanas empleando insecticidas vy
concientizando a la poblacién en general para la eliminacion adecuada

de basura y erradicacién de reservorios de agua. ”°

El dengue es una prioridad de salud publica nacional, debido a los
efectos sociales y econdmicos inmediatos que puede ocasionar, por los
dafos a la salud en grandes grupos de poblacidén expuesta y, entre otras
razones, por el exceso en la demanda de consulta y los costos de
atencién que conlleva la prestacion de los servicios para las instituciones,
las familias y la comunidad. La proteccion ante los riesgos de
transmision en la poblacion es un factor importante para evitar su
diseminacion; sin embargo, es indispensable contar con la participacion

total y decidida de la sociedad, municipios y los propios servicios de
salud de todas las instituciones del Sector Salud, para operar los
programas con mayor eficiencia y contener asi la tendencia ascendente

del dengue en México.®
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Forma clinica
de la infeccion Tratamiento
por DENV

Hidratacion oral; Acetaminofen 10-15 mg/ 6 horas. Evitar AINES.
Fiebre de dengue Informar al paciente y a la familia sobre los signos clinicos a observar.

Realizar prueba de torniquete. Vigilar sangrados y signos de alarma.

Tratamiento local compresivo si hay sangrado de mucosas. Hematocrito
y recuento plaquetario seriado cada 12 horas y buscar
Pacientes con hemoconcentracion. Vigilar sangrados mayores: Hematemesis,
fiebre y petequias  hematoquesia, melena. Vigilar signos de fuga capilar, ascitis o
hidrotérax por clinica, ultrasonido o rayos x. Vigilar la aparicion de

sefiales de alarma.

Infusiones intravenosas con soluciones cristaloides. Monitoreo clinico

cada hora y de laboratorio cada 8. Vigilar cianosis (oxigenoterapia).

PEIBIEITIES @ Vigilar aparicién de signos preliminares de choque (estrechamiento de

sefiales de alarma L . e . —
la presién y pulso). Consideracién de peligro inminente de choque para

tratamiento precoz.

Canalizacion de venas. Infusiones intravenosas con soluciones

cristaloides. Oxigenoterapia. Vigilar hematemesis y hemorragia

Pacientes con pulmonar. Si fuese necesario, transfundir plaquetas o sangre recién
signos de choque extraida. Vigilar dificultad respiratoria. Prevencion del edema pulmonar.
Si es necesario, dar ventilacion mecanica y evitar traslado de pacientes

hemodinamicamente inestables.

Tabla 5. Tratamiento recomendado por la SSA para el paciente con dengue. "

Las acciones de prevencion y control de los programas estatales de
dengue se llevan a cabo por las diversas instituciones del sector y otros
organismos de salud que atienden a los distintos segmentos de la
poblacion, bajo un esquema de organizacion que se enmarca en el
Programa de Accion. ® Si bien existen ejes rectores que definen la
orientacion y criterios para el funcionamiento del mismo en todos sus
componentes, se requiere de un mayor nivel de integracion de las
instituciones de salud y otras dependencias publicas y privadas afines,
en las que se reconocen rezagos para su incorporacion efectiva a las

acciones de lucha contra el dengue. &1
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Las instituciones de Seguridad Social se encargan de atender entre
cinco y seis de cada diez mexicanos, en tanto la Secretaria de Salud y
otras instituciones de poblacién abierta, brindan atencion médica al resto
de la poblacién y sélo una proporcion menor se atiende en instituciones
privadas; a pesar de ello, los servicios de la Secretaria de Salud en los
estados, son los que reciben la mayor demanda de consultas y

hospitalizacion por dengue. 8

El numero de casos complicados de dengue continua aumentando en las
areas endémicas a nivel mundial, siendo los nifios los que resultan mas
afectados, por lo cual el desarrollo de una vacuna efectiva debe
convertirse en una prioridad de salud publica global.'® ' Existen reportes
experimentales en animales que analizan un modelo experimental
adecuado en animales de laboratorio, sin embargo siguen en
controversia, ya que para establecer los protocolos de infeccion e
inmunizacién a la fecha ha sido dificil de reproducir. 8 Actualmente la
vacuna se encuentra bajo investigacién y aunque los resultados parecen
ser prometedores, todavia tomara tiempo obtener una vacuna efectiva
contra los cuatro serotipos virales, asequible y que provea proteccion a

largo plazo.®': 82

1.7. INVESTIGACION DE POTENCIALES BLANCOS TERAPEUTICOS.

Para poder desarrollar un tratamiento efectivo contra el virus, se requiere
comprender la forma en la cual este agente con su limitado genoma y
sus 10 proteinas, es capaz de secuestrar la maquinaria celular para
poder utilizarla a su favor y replicarse. El entendimiento del mecanismo
de entrada y de replicacion viral en la célula hospedera es la clave para

la identificacion de potenciales blancos terapéuticos.
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Como se ha hecho con otros virus como el VIH-1 o el VHC, |la base para
estos estudios es el andlisis de los genes tanto virales como del
hospedero que participan en el proceso, su sub-expresion, sobre-
expresion o silenciamiento. El desarrollo de antivirales requiere del
conocimiento del ciclo de replicacion del virus en la célula huésped asi
como las caracteristicas estructurales y funcionales de las proteinas
virales, a fin de hallar los blancos mas adecuados para bloquear la

83, 84 8 A nijvel mundial se han realizado numerosas

infeccion.
investigaciones destinadas a la comprension de los procesos
moleculares de replicacion del RNA del virus del dengue y otros
flavivirus.®® Sin embargo, a la fecha no existe un modelo ilustrativo que
resuma de manera general toda la informacion obtenida sobre los

procesos de replicacion del RNA del virus del dengue.

A lo largo del ciclo de replicacion descrito en el apartado 1.2 del presente
capitulo, hay varios puntos que son objeto de estudio como potenciales
blancos antivirales entre ellos: Inhibidores de la sintesis de RNA, de la
proteasa y de la fusiébn de membranas; maduracion: inhibidores de o-
glucosidasa, inhibicion a nivel de la expresion génica.®® Los estudios no
se enfocan exclusivamente en genes unicos, sino en el rol que juegan en
vias de sefalizacion intra y extracelular, desde la interaccion de la

particula viral con su receptor hasta la liberacion de los viriones nuevos.

En este momento hay numerosas lineas de investigacion sobre
inhibidores de diversos blancos potenciales antivirales en el ciclo de
amplificacion in vitro del DENV. Se han obtenido resultados positivos, en
algunos casos extendidos a modelos experimentales in vivo, por lo que
cabe alentar buenas perspectivas para contar en un futuro no muy lejano
con una terapia especifica y efectiva para combatir las distintas formas

clinicas del dengue. 3909192
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Capitulo Il
ANTECEDENTES
2.1. ANTECEDENTES DIRECTOS

En nuestro grupo de estudio se realiz6 un estudio en un grupo de
donadores en un hospital de concentracion de tercer nivel del Noreste
del pais, en donde se reportd que existe un 2% de donadores que
presentan anticuerpos contra el DENV al momento de realizar la
donacion sanguinea, lo cual podria representar un alto riesgo de
contraer la infeccién para los pacientes. % Por otra parte, en un estudio
seroepidemioldgico del Virus del oeste del Nilo y virus del Dengue a
finales del 2009,* nuestro grupo de investigacién demostré que el VON y
el DENV conviven en el norte del pais (evidencia serolégica de
anticuerpos). También se encontré que un alto porcentaje de la
poblacion ha estado expuesto al DENV ya que en la poblacion estudiada
del 58 al 67 % de los individuos presentaron evidencia de exposicion
previa al DENV. Mediante pruebas especificas (pruebas de PRNT) se
evidencié que el 41% de las muestras analizadas fueron seropositivas
para el DENV-1 y 15% fueron positivas para el DENV-2. Estos
resultados concuerdan con estudios realizados en el 2004 en las
ciudades fronterizas. Finalmente en ese estudio llegamos a la conclusion
que la principal razén de la ausencia de casos anuales del VON en
humanos en el Noreste de México es que una gran proporcion de la
poblacion estudiada ha sido infectada con el DENV y por lo tanto son
resistentes o0 menos susceptibles a padecer una infeccion severa por el
VON.
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Sabemos que un problema evidente con este tipo de infecciones
reemergentes es que actualmente no existe una vacuna contra el DENV,
ni farmacos antivirales especificos, por lo que enfocados en este
raciocinio, queremos dirigirnos un paso mas adelante de solo conocer la
seroepidemiologia del DENV en nuestro pais. %% % 97 Dentro de este
nuevo enfoque nos interesa conocer cuales son los mecanismos
implicados en la replicacion del DENV (serotipos1-4) que circulan en
nuestro pais, qué mecanismos celulares “aprovecha el virus” para
realizar su ciclo de replicacion, cdmo podria modificarse o bloquearse
este ciclo, etc., para posteriormente estudiar diversas posibilidades que
impliquen “moléculas o proteinas” imprescindibles para el virus e

identificar probables blancos terapéuticos contra este virus.

A partir del conocimiento de la secuencia de bases que conforman el
genoma humano en el 2003, se han generado recientemente nuevas
estrategias para estudiar y abordar el entendimiento de la relacién
huésped-parasito. Especificamente ha cobrado gran importancia el
conocer el papel de las proteinas celulares en las infecciones virales.
Dado sus genomas compactos, el DENV (DENV-1-4) y otros flavivirus
muy probablemente requieran un numero extenso de factores celulares
del anfitrion; sin embargo, solamente un numero limitado de proteinas
humanas, y un numero incluso mas pequefio de proteinas celulares del

insecto anfitrion, han sido identificadas.%? % %°

Recientemente, el grupo de investigacion del Dr. Stephen Elledge y Dr M.

Garcia-Blanco han identificado alrededor de 82 proteinas humanas
naturales que podrian favorecer la infeccion por los virus del Dengue,
Virus del Oeste del Nilo y virus de influenza A H1N1.190: 101102 Eqtog
resultados podrian abrir la via al desarrollo de nuevos antivirales. Ellos
reportan que las células humanas responden a las infecciones virales

intensificando la produccion de proteinas que tienen fuertes efectos
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antivirales. En las células humanas en cultivo estas proteinas, cuyas
funciones se desconocian, bloquean la replicacion de los virus
estudiados, entre ellos el DENV. EI DENV tiene sélo 10 genes propios y
debe dirigir proteinas producidas por el organismo que infecta para
completar su ciclo vital. El estudio comenzd con la identificacion de las
proteinas del organismo infectado que el virus necesita para entrar en
las células y replicarse en su interior. Posteriormente se utilizd un
método de tamizaje molecular (Knock-Down) y mediante el uso de
pequefios RNA de interferencia, bloquearon la produccion de estas
proteinas y observaron la reaccion del virus ante su ausencia. Se
identificaron mas de 80 genes cuya expresidn es necesaria para que el
virus infecte las células. Durante este proceso también se descubrieron
otros genes que tienen el efecto contrario y que si se eliminan el virus de
la gripe se replica mucho mejor. Estos genes protectores vy/o

bloqueadores se describen genéricamente en esta publicacion.®

La interferencia con RNA, o RNAI, descubierta hace apenas unos 10
anos en el nematodo Caenorhabditis elegans, estd generando gran
interés por su aparente capacidad de desactivar genes que causan
enfermedades. Existen ya al menos seis farmacos basados en RNAi que
se estan probando con personas, relacionados con enfermedades que
van del cancer a un padecimiento de los ojos. ' ' Y aunque autn
existen enormes obstaculos por superar, el numero podria facilmente
duplicarse el préximo afo. Una de las tecnologias cruciales para estudiar
los genes celulares en este proyecto sera el silenciamiento génico
mediante RNAIi y su posterior validacién mediante métodos de biologia
molecular como se describe mas adelante.'® De tal manera que
consideramos que mientras el papel de las moléculas generadas por el

propio virus ha sido estudiado en profundidad, "la misién de las proteinas
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de la célula infectada se ignora", por lo que este proyecto se enfoca

hacia este nivel del conocimiento.

2.2. ESTUDIO DE FACTORES CELULARES INVOLUCRADOS EN LA
REPLICACION DEL VIRUS DEL DENGUE.

En el estudio realizado por Sessions y cols., se proporciona un listado de
genes que pudieran estar participando como factores reguladores de la
replicacion viral. ' Algunos de los genes mencionados no se habian
relacionado con infecciones virales, mientras que de algunos otros se
esta comenzando a elucidar el papel que cumplen en la replicacién del
virus. En este trabajo elegimos evaluar el papel que juegan los genes
Adenomatosis Poliposis Coli (APC) y la proteina de choque térmico de
90 kDa (HSP90) en la infeccién de células eucariontes humanas con

virus del dengue.

Previo al estudio de Sessions, la proteina APC no se habia relacionado
con infecciones virales; mientras que HSP90 se ha reportado que se
encuentra relacionada probablemente con fendmenos de internalizacion

de particulas virales a la célula hospedera. 1%
2.2.1. Adenomatosis Poliposis Coli (APC)

Adenomatosis Poliposis Coli (APC) esta clasificado como un gen
supresor de tumores. La proteina codificada por este gen juega papeles
criticos en diversos procesos celulares que pueden definir si una célula
puede servir como punto de nucleaciéon tumoral. EI gen APC se
encuentra localizado en el brazo largo del cromosoma 5, entre las
posiciones 21 y 22, del par de bases numero 112,118,468 hasta el
112,209,532 y se ha demostrado que APC contiene en su secuencia un

5

sitio de internalizacion a ribosoma. % La proteina humana completa
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tiene una secuencia de 2843 aminoacidos con una masa molecular

predicha de aproximadamente 31 KDa. 1%

La proteina APC controla procesos de division celular, adhesion
intercelular para formacién de tejidos e incluso fendmenos de migracién
celular. 1% La mayoria de estas funciones las realiza asociandose a otras
proteinas especialmente con algunas relacionadas con adhesion y
sefializacion celular.'® La actividad de una de estas proteinas en
particular, la B-catenina, esta controlada en su totalidad por APC como

participantes en la via de sefalizacién Wnt (Figura 12). 197- 108
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Figura 12. Via de sefalizacion Wnt. 108

APC normalmente participa en la via de senalizacién Wnt formando un
complejo con las proteinas GSK 3f (glicogeno-sintetasa-quinasa 3 beta)

y Axin; este complejo es capaz de capturar B-cateninas citoplasmicas

7

que se han disociado de las uniones adherentes entre células. '®” Con
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ayuda de la Casein quinasa 1 (CK1) que se encarga de fosforilar a la B-
catenina, GSK-3 realiza fosforilaciones subsecuentes marcando a la -

catenina para su ubiquitinizacion y degradacion via proteosomal. 107

De esta forma, se evita que la B-catenina sea traslocada al nucleo y
actue como un factor de transcripcion (interactuando con factores como
TCL/LEF o Pygo) para encender genes de proliferacion celular. La union
del ligando Wnt con su receptor Frizzled ocasiona la disociacion del
complejo de degradacion de la B-catenina, permitiendo el aumento en su
concentracion citoplasmica, su traslocacion al nucleo y el inicio de la

expresion génica. 197- 108

En personas que tienen mutaciones en la secuencia del gen APC, el
riesgo de padecer cancer colorrectal a los 40 afios es casi del 100%. '°
La mutacion que se presenta con mayor incidencia es la inactivacion de
APC, ya sea produciéndose una proteina trunca carente del dominio
funcional o con su dominio funcional mutado. "'° Las mutaciones mas
comunes en este gen son las non-sense (sin sentido), que sustituyen
una base ocasionando sitios de terminacion temprana de la traduccién.
"0 | a alteracion en APC conlleva a la desregulacién de la B-catenina,
migracion celular alterada e inestabilidad cromosémica. ''° Se ha
reportado que APC también participa en la direccién de la sinapsis
colinérgica neuronal, por lo que sus mutaciones pudieran estar
originando neuropatias autonémicas, mal de Alzheimer, pérdida de la
audicion relacionada con la edad, asi como algunas formas de epilepsia

y esquizofrenia.’

Actualmente se desconoce el rol que APC juega en la replicacion viral
del dengue. El estudio de Sessions y cols.'® indica que pudiese resultar
un factor importante que media el proceso de infeccion en las células

hospederas humanas, especialmente por su capacidad de modular
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diversas etapas del ciclo celular. Existen reportes de que algunos virus
como el VHB activan la senalizacion por Wnt interactuando con APC 12
y que las mutaciones en APC son frecuentes en hepatocarcinomas

113

hepatocelulares asociados con VHC. Sin embargo, todos son

solamente estudios preliminares.
2.2.2. Proteina de Choque Térmico de 90 KDa (HSP90)

Las proteinas de choque térmico son una familia encargada de proteger
a las células del posible dafio causado al elevar la temperatura ambiental
a la que se encuentran expuestas. Conforman el 1-2% de las proteinas
totales celulares en condiciones basales, pero su concentracion se eleva

hasta el 4-6% en condiciones de estrés térmico. '

La proteina de choque térmico de 90 KDa (Heat Shock Protein, HSP) es
una chaperona subcelular, ademas de ser una de las proteinas mas
abundantes en la célula. " La proteina codificada por el gen HSP90

tiene tres dominios funcionales: el dominio de unién a ATP, el dominio de

115

plegamiento proteico y el dominio de dimerizacion, ™ cada uno jugando

un rol importante en cada uno de los procesos en los que participa

1€ senalizacion celular

119

HSP90: como auxiliar en el plegamiento proteico

"7 transporte intracelular '

| 120

, interaccion con receptores esteroideos

y represion tumora

HSP90 se ha relacionado con procesos apoptéticos en células
cancerosas, estabilizando las proteinas PI3K y AKT "' asi como
interactuando con los receptores del factor de necrosis tisular (TNFR) y
el factor nuclear kB (NF- kB). ®® La inhibicion de HSP90 en tejidos
cancerosos parece inducir apoptosis por medio de la via de sefalizacién
PIBK/AKT. ' HSP90 se requiere para la induccién del factor de
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crecimiento vascular endotelial (VEGF) y la 6xido nitrico sintasa (NOS),

importantes para la angiogénesis de novo en el crecimiento tumoral.'??

Estudios realizados por Del Angel y cols. en México, evidencian que
HSP90 es parte del receptor en la superficie de la célula hospedera, que
permite la internalizacién de la particula viral. Empleando cromatografia
de afinidad lograron aislar la proteina a partir de células SH-SY-5Y
(neuroblastoma humano) y U937 (linea promonocitica que se diferencia

de macrofagos), y caracterizarla por espectrometria de masas MALDI-
TOF. 123, 124,125

i RNl HsP-00
Usa7 < q.‘.q|'||++5p-7c
o+ b CD-14
U957 p PEE * HEP-90
+ DEN
. HSP-TO
.\ — r
RAFTS NO RAFTS

Figura 13. Western Blot para identificar HSP70 y 90 en células U937,

. . . 35,124
en presencia o ausencia del virus del dengue.

Los hallazgos muestran que HSP70 y HSP90 se asocian con
microdominios de membrana (rafts) en respuesta a la infeccién viral. La
figura 13 muestra los resultados del Western Blot para HSP70 y 90 en
células U937 con y sin presencia del virus del dengue. Los anticuerpos
indican que las proteinas de choque térmico se encuentran asociadas en
la membrana celular unicamente cuando el virus del dengue se

encuentra presente. 123 124,125

Se ha descrito que algunas proteinas de choque térmico se incorporan

en la particula viral y que algunos virus codifican proteinas del tipo de las
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1
] ]

Hsps, haciendo evidente que éstas son proteinas clave en la replicacion
viral.*® Las Hsps, en su mayoria chaperonas, tienen la funcion de plegar
correctamente a las proteinas celulares y, por tanto, su actividad resulta
crucial durante ciertos pasos de la replicacion de los virus, ya que
pueden darle la conformacién adecuada a las proteinas virales para que
éstas también sean activas. Asi mismo, pueden permitir que la particula
viral, durante la entrada, pierda la envoltura o capside o bien darle la

conformacién correcta durante su salida de la célula.®®

36



EVALUACION DEL IMPACTO DEL SILENCIAMIENTO DE LOS GENES APC Y HSP90 DE CELULAS
HUMANAS EN LOS NIVELES DE INFECCION DE LOS SEROTIPOS 1Y 2 DEL DENV

Capitulo Il

JUSTIFICACION

El dengue es un problema de salud mundial prioritario para todos los
gobiernos de paises afectados. Es importante considerar que el virus
con solo 10 genes propios, es capaz de dirigir y utilizar proteinas
producidas por el organismo que infecta para completar su ciclo de
replicaciéon. Desde esta perspectiva es fundamental entender la relaciéon
existente entre el virus y el hospedero, para intentar modular a voluntad

la replicacion viral.

El estudio de los genes celulares involucrados en este proceso,
permitiria desarrollar estrategias moleculares para detener o bloquear la
proliferacion del virus en el interior de las células huésped, generando

posibles alternativas profilacticas y/o terapéuticas contra el dengue.

Asi mismo el descubrimiento podria ser indicativo de posibles blancos
terapéuticos y por lo tanto, guiar hacia el desarrollo de farmacos
antivirales mas eficaces, incluyendo medicamentos profilacticos que

podrian utilizarse para ralentizar la transmision del dengue.
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Capitulo IV

OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el impacto del silenciamiento de los genes APC y HSP90 de
células humanas en los niveles de infeccién de los serotipos 1 y 2 del
DENV.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Establecer y validar un sistema de infeccién celular empleando
células C6/36 de Aedes albopictus para la produccién vy

amplificacion de los cuatro tipos del DENV.

2. Establecer y validar un modelo de estudio de infeccion celular con

los serotipos 1y 2 del DENV empleando células humanas Huh-7.

3. Silenciar mediante la tecnologia de RNA de interferencia los
genes APC y HSP90 en células humanas Huh-7.

4. Evaluar el impacto del silenciamiento de los genes APC y HSP90

de células humanas en los niveles de infeccidén de los serotipos 1
y 2 del DENV
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Capitulo V

MATERIALES

Este trabajo se realizd en el Laboratorio de Infectologia Molecular del
Departamento de Bioquimica y Medicina Molecular de la Facultad de
Medicina de la Universidad Autonoma de Nuevo Leodn, asi como en el
Laboratorio de Arbovirologia del Centro de Investigaciones Regionales
‘Dr. Hideyo Noguchi’ de la Universidad Auténoma de Yucatan, en el

periodo comprendido de enero a diciembre del afio 2010.

5.1. REACTIVOS

5.1.1. Soluciones de uso general
e La limpieza de la zona de trabajo se realizé con solucion al 10%
de Dodecil sulfato de sodio (SDS; Marca USB. Cat. S5010); asi
como con etanol al 70% (Etanol desnaturalizado; marca Jaico,

México), ambas en agua ultrapura.

5.1.2. Cultivo celular
e El cultivo de la linea celular C6/36 se realiz6 en una campana de
flujo laminar BSL-2 con filtros HEPA (Marca Lumistell; Celaya,
Guanajuato, México). 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 Tagle (100X),
solucion de  antibidtico-antimicético  (100X; Penicilina-
Estreptomicina-Anfotericina B) y bicarbonato de sodio al 7.5%

esterilizado por membrana, todos de la marca In vitro, S.A.
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México, D.F.). Para suplementar el medio se utilizd suero bovino
fetal (SBF) de la marca Hyclone.

e Los procedimientos de cultivo celular para la linea Huh-7 se
llevaron a cabo en una campana de flujo laminar BSL-2 con filtros
HEPA (Marca NUAIRE). Para el mantenimiento de la linea celular
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
antibiotico penicilina-estreptomicina (100 Ul/mL de penicilina G de
sodio y 100 pg/mL de sulfato de estreptomicina) y solucion de
aminoacidos no esenciales (10 mM; 100X), todos de la marca
GIBCO-BRL (Grand Island, N.Y.).

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

e Para la congelacién de lineas celulares se utilizé dimetilsulfoxido

(DMSO) de la compaiiia Sigma.

5.1.3. Recuento celular

e Para realizar el recuento celular se empled el colorante vital azul
tripano 0.4% (marca GIBCO-BRL, Grand Island, N.Y.).

5.1.4. Infeccidn viral de cultivos celulares.
e Para la infeccion de células C6/36 y Huh-7 con virus del dengue
se emplearon los mismos reactivos descritos en el apartado de

cultivo celular.

5.1.5. Extraccion de RNA
e Para la extraccion de RNA total a partir de células en monocapa o
de aislados de cultivo viral, se empled el reactivo TRIzol (marca

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), cloroformo (marca Fischer
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Scientific, New Jersey, USA), Etanol (marca Merck, Darmstadt,
Alemania), isopropanol (marca Fischer Scientific, New Jersey,
USA) e inhibidor de RNAsas ‘RNA out’ de la compafiia Invitrogen
(Carlsbad, CA, USA).

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

5.1.6. 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 ‘RNA out’, todos de la compadia Invitrogen
(Carlsbad, CA, USA).

5.1.7. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La amplificacion del cDNA se realizé utilizando la enzima Taq
DNA Polymerase recombinante, buffer 10X para PCR sin Mg y
cloruro de magnesio 50 mM de la compafiia Invitrogen (Carlsbad,
CA, USA).

Los primers utilizados (D1, D2, TS1, TS2, APC-Upper, APC-Lower,
HSP90-Upper y HSP90-Lower) son de la compafia Invitrogen
(Carlsbad, CA, USA).

5.1.8. PCR cuantitativa

Para el analisis de la expresion génica de APC y HSP90 por
reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR) se utilizo
el reactivo SYBR Green ER gqPCR Supermix for ABI de la
compaiia Invitrogen (Carlsbad, CA, USA).

La normalizacion de los datos se realiz6 definiendo como gen

endogeno la enzima Gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa
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(GAPDH) y utilizando el estuche comercial Human GAPDH 20X y
el TagMan Universal PCR Master Mix, ambos de la marca Applied
Biosystems (Foster City, CA, USA).

5.1.9. Interferencia con RNA

e Los RNA de interferencia predisefiados empleados (APC-si1433,
APC-si1435, HSP90-si6993 y HSP90-si6994, 40 nmol de cada
uno) son de la compafiia Ambion-Applied Biosystems (Foster City,
CA, USA).

e Para la transfeccion de células Huh-7 con los RNAs de
interferencia se empled el agente lipidico siPORT NeoFX de
Ambion-Applied Biosystems (Foster City, CA, USA).

5.2. MATERIALES

5.2.1. Uso general

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

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

e Pipetas serologicas de 2 mL. Marca Fisherbrand. Cat. 13-678-11C.

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

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

e Toallas desechables de papel ‘Sanitas’. Marca Kimberly Clark.

e Puntillas desechables blancas (10 pL). para micropipeta Marca
Axygen.

e Puntillas desechables amarillas (200 pL) para micropipeta. Marca
Axygen.

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

5.2.2. Cultivo celular

e Botellas para cultivo celular de 25 cm?.
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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 (gendarmes) 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.

5.2.3. Congelacioén de células

Crioviales de 2 mL. Marca Corning. Cat. 430659.

5.2.4. Infeccidn viral de cultivos celulares

Microtubos de 0.6 mL. Marca Axygen. Cat. MCT-060-C1.
Microtubos de 1.5 mL. Marca Axygen. Cat. MCT-150-C.
Placas para cultivo celular de 6 pozos. Marca Corning. Cat. 3506.

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

5.2.5. Extraccion de RNA total

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

5.2.6. Técnicas moleculares (RT, PCR, qPCR)

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

Tubos opticos para qPCR (Tiras de 8 tubos) Applied Biosystems.
Part. 4323032.

Tapas opticas para tubos de qPCR. Applied Biosystems. Part.
4316567 .
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Puntillas desechables blancas (10 uL) con filtro. Marca Rainin.
RT-10F.

Puntillas desechables amarillas (200 pL) con filtro. Marca Rainin.
RT-200F.

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

5.2.7. Interferencia con RNA

Placas para cultivo celular de 24 pozos. Marca Corning. Cat. 3526.
Microtubos de 1.5 mL. Marca Axygen. Cat. MCT-150-C.
Microtubos de 2 mL. Marca Axygen. Cat. MCT-200.

Raspadores celulares (gendarmes) de 25 cm. Marca Corning. Cat.
3010.

5.3. EQUIPO

5.3.1. Uso general

Centrifuga clinica. Marca Thermo Scientific. Modelo IEC-CLR30R.
Centrifuga refrigerada. Marca Heraeus. Modelo Biofuge Primo R.
Microcentrifuga. Marca Eppendorf. Modelo 5415D.

Microscopio invertido. Marca Olympus. Modelo CKX41
Ultracongelador Revco. Marca NUAIRE. Modelo UN-6617A36.
Pipetor Pipet-Aid XP. Marca Drummond. Modelo 4-000-101.

Bano maria. Marca PRECISION 180.

Micropipetas.

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

5.3.2. Cultivo celular

Campana de flujo laminar con filtros HEPA. Class Il type AZ2.
Marca NU AIRE. Modelo NU-425-400.
Incubadora con fuente de CO,. Marca NUAIRE. Modelo UN-4750.
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e Incubadora sin fuente de CO,. Marca Labnet Microincubator.
Modelo 15110.
e Bomba de presién y vacio. Marca Daigger. Cat. EF2090G.

e Mechero de bunsen.

5.3.3. Infeccion viral de cultivos celulares

e Campana de flujo laminar con filtros HEPA. Marca Lumistell.
Modelo LV-120.

5.3.4. Técnicas moleculares (extraccion de RNA total, RT, PCR,
qPCR)
e Campana de PCR. Marca CBS Scientific Co. Modelo P-036-02.
e Termociclador para retrotranscripcion. Marca Applied Biosystems.
Modelo GeneAmp PCR System 9700.
e Termociclador para PCR punto final: Marca Eppendorf. Modelo
Mastercycler gradient.

e Termociclador de tiempo real: Marca Applied Biosystems. Modelo
ABI PRISM 7000.

e Micropipetas automaticas de 10 y 200 uL. Marca Rainin.

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

e Espectrofotometro NanoDrop. Marca Thermo Scientific. Modelo
Nanodrop 2000.

e Camara de electroforesis. Marca Owl. Modelo B1A.

e Fuente de poder. Marca Bio Rad. Modelo Power Pac 100.

e Horno de micro-ondas. Marca Panasonic.

5.3.5. Interferencia con RNA
e Se empleé el mismo equipo descrito en el apartado

correspondiente a cultivo celular.
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5.4 HARDWARE Y SOFTWARE.

e Para realizar la escritura, disefio de esquemas, manejo de
imagenes, analisis de datos y graficas, se empled una
computadora portatil Sony VAIO modelo VGN-S460F.

e La captura y andlisis de datos, elaboracion de graficas y
esquemas se realizaron con Microsoft Excel 2002 (2001, ver.
10.2614.2625) y Microsoft Power Point 2002 (2001, ver.
10.2623.2625). El procesador de textos empleado fue Microsoft
Word 2002 (2001, ver. 10.2627.2625). Todos con el paquete de
compatibilidad para Office 2007 instalado (Microsoft Corp.).

e La plataforma empleada para la cuantificacion de acidos nucleicos
con el espectrofotdmetro Nanodrop 2000 fue el NanoDrop
2000/2000c ver. 1.4.1 de Termo Fischer Scientific.

e El registro de datos para la PCR en tiempo real se realizé en una
computadora personal DELL con la plataforma ABI 7000
Sequence Detection System ver. 1.1 de Applied Biosystems

e Los geles de agarosa fueron capturados con el equipo UVP Mini
Darkroom (UVP; Cambridge, UK) acoplado a una computadora
DELL con la plataforma ABI7000 Sequence Detection System ver.
1.1 instalada.

e Las fotografias fueron tomadas con una camara PowerShot A470
(Modelo PC1267; Canon, Inc. China) de 7.1 megapixeles,
acoplada al microscopio Olympus. Modelo CKX41. Las
condiciones empleadas para el ajuste de la camara digital fueron
modo de fotografia macro automatico, zoom 6ptico de 3.4X y auto
ISO alta.

e Las imagenes fueron editadas con los programas Paint Shop Pro
4.12 (1996, JASC, Inc. Minnessota, USA) y con Microsoft Photo
Editor 3.0.2.3 (2000, Microsoft Corp. USA).
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5.5. MATERIAL BIOLOGICO
5.5.1. LINEAS CELULARES

A) Linea celular C6/36

6 127

La linea celular C6/3 es una clona obtenida de la linea original de

Aedes albopictus establecida por Singh '*

que presenta una alta
sensibilidad a los virus del dengue '®. Algunas cepas de dengue son
capaces de producir efecto citopatico de tipo sincicial en las C6/36. Con
mucha frecuencia se observa toxicidad en las células a causa de los

indculos empleados '*°.

Figura 14. Micrografia de una monocapa de células C6/36.

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 por ‘split’ proporcional (1:10 semanal
generalmente), agitando la botella de cultivo y permitiendo que el medio
caiga de forma perpendicular a la monocapa celular (Figura 14), aunque
también se pueden raspar con ayuda de un gendarme de hule. No se

deben tripsinizar ni levantar con EDTA.
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La linea celular C6/36 fue amablemente donada por la Dra. Maria Alba
Lorofio Pino, del Centro de Investigaciones Regionales ‘Dr. Hideyo

Noguchi’ de la Universidad Autonoma de Yucatan.
B) Linea celular Huh-7

Huh-7 (JTC-39) es una linea celular adherente de hepatocitos
diferenciados, derivados de un hepatocarcinoma, por ende su nombre.
¥ Fue aislada de un paciente masculino japonés de 57 afios en
septiembre de 1982 y establecida por Nakabayshi, H. y Sato, J en la

Universidad de Okayama, Japén "2,

Figura 15. Micrografia de una monocapa de células Huh-7..

Las células se encuentran inmortalizadas y crecen en monocapas
bidimensionales (Figura 15).". 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 atmodsfera
con 5% de CO,. Para su subcultivo se desprenden con tripsina-EDTA
0.25%.
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5.5.2. VIRUS

Las cepas de dengue utilizadas en esta tesis fueron la H-159911 (DENV-
1), H-17247 (DENV-2), H-25924A (DENV-3), H-87 (DENV-3) y H-241
(DENV-4). Todas fueron aisladas a partir de sueros de pacientes
virémicos, en cultivos de C6/36, serotipificadas por RT-PCR con el
protocolo de Lanciotti y caracterizadas por inmunofluorescencia en el
Laboratorio de Arbovirologia del Centro de Investigaciones Regionales
‘Dr. Hideyo Noguchi’ de la Universidad Autonoma de Yucatan. Los virus
usados en la presente tesis fueron amablemente donados por la Dra.

Maria Alba Lorono Pino.
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Capitulo VI

METODOS.

Para cumplir con los objetivos planteados en la presente tesis, se

planted la siguiente estrategia general (Figura 16).

Cultive
. Cosecha de
viral »  islados I
Cé/36 virales

Evaluacion de
células infectadas

Figura 16. Estrategia general de trabajo.

6.1. Cultivo de células C6/36.

Las células C6/36 se mantuvieron en medio L-15, haciendo el split cada
semana en botellas de 25 cm? para la obtencién de monocapas

semiconfluentes. Los tubos se cultivaron en una incubadora seca sin

50



EVALUACION DEL IMPACTO DEL SILENCIAMIENTO DE LOS GENES APC Y HSP90 DE CELULAS
HUMANAS EN LOS NIVELES DE INFECCION DE LOS SEROTIPOS 1Y 2 DEL DENV

fuente de CO,, a una temperatura entre 26 a 28 °C. Las células se
levantaron de sus botellas de cultivo por agitacién o por raspado con un

gendarme de hule.

6.2. Cultivo de células Huh-7.

Las células Huh-7 se mantuvieron en medio de cultivo Advanced DMEM
suplementado al 2% con suero bovino fetal, haciendo el split cada tres o
cuatro dias a la semana, al alcanzar los cultivos un 90% de confluencia.
Se incubaron a 37°C bajo atmésfera humeda con 5% de CO.,. Las
células se levantaron de sus botellas de cultivo empleando Tripsina-

EDTA 0.25% y después neutralizando la actividad de la enzima con una

proporcion 1:1 con medio Advanced DMEM con 2% de suero bovino fetal.

6.3. Infeccidén de cultivos celulares con virus del dengue.

Las monocapas semiconfluentes se lavaron con PBS1X, el cual después
fue removido por aspiracion. El medio de cultivo (botella de 25 cm?) se
sustituyé con medio para infeccion (L-15-2% SBF para la linea C6/36 y
ADMEM-1% SBF para la linea Huh-7). 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 homogenizé realizando movimientos
circulares para distribuir las particulas virales en toda la superficie de

cultivo.

Lac células se incubaron a 37°C durante una hora para permitir la
adsorcién de las particulas virales. En los casos que fue necesario,
después de la adsorcion viral se removido el medio de infeccion, se

realizd un segundo lavado con PBS1X para eliminar todas las particulas
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virales libres y se afadieron 5 mL del medio reducido en suero

dependiendo de la linea celular infectada.

Se permitié la infeccion viral entre 1 a 15 dias dependiendo del
experimento realizado, permitiendo el mantenimiento del cultivo a 25-
27°C para la linea C6/36 y a 37°C con atmodsfera humeda con 5% de

CO, en el caso de la linea Huh-7.
6.4. Generacion del banco de aislados virales.

Los cultivos de C6/36 infectados con virus del dengue se rasparon con
ayuda de un gendarme de hule. Una vez removido todo el material
adherido a la superficie de la botella de cultivo, se afiadieron 300 uL de
mezcla 90:10 suero bovino fetal-bicarbonato de sodio al 7.5% por cada
mililitro de medio de cultivo en la botella (para una botella de 25 cm? se

anadieron 1.5 mL de mezcla de congelacion).

El contenido de la botella de cultivo se dividi6 en 5 tubos de 2 mL
rotulados con el serotipo viral, la cepa del virus y la fecha de cosecha.
Los virus se mantuvieron en hielo mientras se termin6 de procesar todo
el volumen de la botella de cultivo. Posteriormente se almacenaron en un
ultracongelador a -80 °C. En total se realizaron 5 cosechas virales en el

periodo comprendido entre marzo —diciembre del afio 2010.

6.5. Extraccion de RNA total.

La extraccion de RNA tanto de aislados virales como de células en
monocapa se realizo con TRIzol, 1 mL de reactivo por cada 10 cm? de la

botella de cultivo o en una proporciéon 1:1 con respecto al volumen de
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aislado viral empleado para realizar la extraccion. El protocolo empleado

fue el siguiente:

10.
11.

En caso de extraer RNA de una monocapa celular, primero se
removio el medio de cultivo para permitir el contacto directo del
TRIzol con ellas.

Se adicion6 el TRIzol a la botella de cultivo o al tubo conteniendo
el aislado viral.

Se incubd6 durante 5 minutos para permitir la disociacion completa
de los complejos de nucleoproteinas. En caso de estar haciendo
la extraccion a partir de células en monocapa fue en este paso
que el contenido de la botella se transfirié a un tubo eppendorf de
2 mL.

Posteriormente, se adicionaron 200 uL de cloroformo frio por cada
mililitro de TRIzol empleado. Se mezcld por inversion durante 15
segundos. Se incubd en hielo durante 3 minutos.

Se centrifugd a 13000 rpm durante 15 minutos a 4 °C.

Después de la centrifugacion se recupero en un tubo de 1.5 mL el
sobrenadante transparente, puesto que en esta fase es donde se
encuentra el RNA. Para su precipitacion se afiadieron 500 pL de

isopropanol por cada mililitro de TRIzol empleado.

Se centrifugd nuevamente a 13000 rpm durante 15 minutos a 4 °C.

Se retird el sobrenadante y la pastilla de RNA se lavé con 1 mL de
etanol al 70% en agua DEPC por cada mililitro de TRIzol
empleado.

Se mezcld en el vortex el contenido del tubo.

Se centrifugd a 13000 rpm durante 15 minutos a 4°C.

Por ultimo se removi6 el etanol residual y el RNA se resuspendio
en agua DEPC, empleando de 10 a 30 uL dependiendo del

tamano de la pastilla obtenida.
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6.6. Retrotranscripcion (RT-MMLV).

Una vez realizada la extraccion del RNA total, éste fue sujeto a

retrotranscripcion utilizando la enzima MMLV. Se prepar6 la siguiente

mezcla de reaccion:

Tabla 6. Condiciones de reaccion para la RT. Primera mezcla.

RNA total de células en
RNA total viral

monocapa
Reactivo Volumen Reactivo Volumen
Random primer 10X 1L Primer D2 10 uM 1 uL
RNA 5uL RNA 5L
Agua DEPC 6.5 uL Agua DEPC 6.5 uL
Volumen total 11.5uL Volumen total 11.5 uL

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:

Tabla 7. Condiciones de reaccion para la RT. Segunda mezcla.

Reactivo Volumen
Buffer RT 5X 4 uL
DTTO0.1 M 2L
RNAse out 0.5uL
dNTPs 10 mM 1L
RT-MMLV 200U/mL 1L
Volumen total 8.5 uL
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Transcurrido el tiempo de incubacién de los tubos en el termociclador, se
incubaron durante 3 minutos en hielo y se afiadieron los 8.5 pL de la
segunda mezcla de reaccién por cada tubo. Posteriormente se continué

con el siguiente programa en el termociclador:

Tabla 8. Programa de reaccion de retrotranscripcion.

Paso Temperatura Tiempo
1 25°C 10 minutos
2 37 °C 60 minutos
3 94 °C 5 minutos
4 4°C 10 minutos

Terminado el programa, los tubos se retiraron del termociclador, se

rotularon y se almacenaron a -80°C.

6.7. Serotipificacion de dengue segun el protocolo de Lanciotti.

El protocolo de Lanciotti para serotipificacion del virus del dengue
consiste en una retrotranscripcidon seguida de una amplificacion del
cDNA para la obtencion de amplicones con tamano distinto para realizar
una serotipificacién diferencial dependiendo del virus del dengue

presente.

Tabla 9. Secuencias de los primers empleados para la PCR de Lanciotti.

Primer Secuencia Amplicén
D1 TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG 482 pb
D2 TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC

TS1 CGTCTCAGTGATCCGGGGG 119 pb
TS2 CGCCACAAGGGCCATGAACAG

55



EVALUACION DEL IMPACTO DEL SILENCIAMIENTO DE LOS GENES APC Y HSP90 DE CELULAS
HUMANAS EN LOS NIVELES DE INFECCION DE LOS SEROTIPOS 1Y 2 DEL DENV

La reaccion se optimizd para poder trabajar con el cDNA viral y después
en un segundo paso amplificarlo. Para la reaccion de PCR dependiendo
si se detect6 DENV-1 o DENV-2, se preparo la correspondiente mezcla
de raccion indicada en la tabla 10 y se corrio la reaccidn con el programa

de termociclador descrito en la tabla 11.

Tabla 10. Condiciones de reaccién para la serotipificacion de DENV 1y 2.

Para Dengue 1 Para Dengue 2
Reactivo Volumen Reactivo Volumen
Buffer PCR 10X 2L Buffer PCR 10X 2L
Buffer Enhancer 20X 4 uL Buffer Enhancer 4 uL
20X
MgCl, 50 mM 1.5 L MgCl, 50 mM 1.5 L
dNTPs 10 mM 0.5 pL dNTPs 10 mM 0.5 pL
Primer D1 10 yM 2L Primer D1 10 yM 2L
Primer TS1 10uM 2 uL Primer TS2 10 uM 2 uL
Taq polimerasa 0.3 uL Taq polimerasa 0.3 uL
cDNA 1 L cDNA 1 L
Agua Mili Q 6.7 L Agua Mili Q 6.7 L
Volumen total 20 yL Volumen total 20 yL

Los productos amplificados se verificaron por medio de una
electroforesis en gel de agarosa al 3% tenido con bromuro de etidio. Los
geles se corrieron a 70 V. La PCR positiva para DENV-1 debe producir
un fragmento de 482 pb, mientras que para DENV-2 el fragmento debe

tener un tamano de 119 bp.
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Tabla 11. Programa para la amplificacién de DENV1 y DENV2.

Paso Temperatura Tiempo
1 94 °C 5 minutos
2 94 °C 30 segundos
3 55 °C 30 segundos
4 72 °C 30 segundos
S Ir al paso 2, 40 veces
6 72 °C 5 minutos
7 4°C Esperar

6.8. PCR punto final para APC y HSP90.

Para la evaluacién de APC y HSP 90 se disefaron primers tomando
como base las secuencias NM_000038.4 (APC) y NM_005348.3
(HSP90), y ubicando las regiones en las cuales se unian los RNA de
interferencia a usar para el silenciamiento de la expresion de estos

genes. La secuencia de los primers disefiados se muestra en la siguiente

tabla:
Tabla 12. Secuencia de los primers disefiados para APC y HSP90.
Primer Secuencia Amplicén
APC-UPPER AAGGATCTGTATCAAGCCGTTCT 141 bp
APC-LOWER GCAAGAAGCAATGACCTCTCTT

HSP90-UPPER GGTTGCTGAGAAAGTAACTGTGA

101 b
HSP90-LOWER GTGTCTGTCCTCACTGTGAATG P

Las condiciones de reaccién para la PCR de APC y HSP90 se muestran
en la tabla 13, mientras que la tabla 14 describe el programa de PCR

empleado.
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Tabla 13. Condiciones de reaccion para la PCR de APC y HSP90.

Primer Upper 10 uM

Primer Lower 10 uM

Reactivo
Buffer PCR 10X
MgCl; 50 mM
dNTPs 10 mM

Taq polimerasa
cDNA
Agua Mili Q

Volumen total

Volumen
2 uL
1.2 uL
0.5 L
1L
1L
0.3 uL
2 uL
12 uL
20 uL

Tabla 14. Programa para la amplificacién de APC y HSP90

Paso Temperatura

1

2
3
4
5
6
7

94 °C
94 °C
55 °C
72 °C

Tiempo
5 minutos
30 segundos
30 segundos

30 segundos

Ir al paso 2, 40 veces

72 °C
4°C

5 minutos

Esperar

Los productos amplificados se verificaron por medio de una

electroforesis en gel de agarosa al 3% tehido con bromuro de etidio. Los

geles se corrieron a 70 V. La PCR positiva para APC debe producir un

fragmento de 141 pb, mientras que para HSP90 el fragmento debe tener

un tamano de 101 bp.
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6.9. Experimentos de silenciamiento génico.

Para realizar el silenciamiento de las células Huh-7 se trabajo bajo el

siguiente protocolo:

1. Tripsinizar células Huh-7 bajo el protocolo de rutina.

2. Resuspender células en suficiente medio para que 450 uL de la
suspension celular equivalgan a 400-450000 células/mL.

Diluir el reactivo siPORT Neo FX en medio ADMEM 2% SBF.
Incubar mezcla de agente transfectante con medio durante 10
minutos a temperatura ambiente.

5. Durante el tiempo de incubacién del agente transfectante, diluir el
RNAi en medio ADMEM 2% SBF.

6. Transferir la mezcla del medio con RNAI al tubo con la mezcla del
agente transfectante en volumenes de 100 pL y mezclar
suavemente con la puntilla con movimientos circulares. Evitar
subir y bajar el volumen de la mezcla nueva con la puntilla, para
evitar la introduccion de aire a los complejos de transfeccion.
Incubar la mezcla a temperatura ambiente durante 10 minutos.
Dispensar 50 yL de la mezcla de transfectante-RNAi en cada
pozo de la placa.

9. Depositar en cada pozo 450 L de la suspensién celular.

10.Mezclar suavemente el contenido de los pozos ladeando la placa
hacia delante y hacia atras sin generar remolinos en su interior, ya
que esto puede provocar que los complejos de transfeccion se

acumulen en el centro de la placa.

Transcurridos los tiempos de silenciamiento deseados se realizd
extraccion de RNA total o se procedio a realizar la infeccion con virus del

dengue.
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siRNA s o siPORT
ADMEM NeoFX
2% SBF ADMEM 2%
SBF

Mezcla de
transfeccion

Ve

Tripsinizacion
de células

Transfeccion reversa

Figura 17. Esquema de trabajo para la realizacidn de la transfeccion reversa.

6.10. Evaluacion del silenciamiento génico por PCR tiempo real.

La evaluaciéon de APC y HSP90 se llevo a cabo empleando la quimica de
SYBR Green. Los cDNAs evaluados se cuantificaron con el
espectrofotdmetro NanoDrop 2000 (Termo Fisher Scientific), para ajustar
la cantidad de cDNA a 300 ng por reaccion de PCR. El protocolo

empleado se muestra en la tabla 15.
Las reacciones se corrieron en el termociclador ABI PRISM 7000

(Applied Biosystems, Foster CA) bajo el programa estandar de PCR en

tiempo real, mostrado en la tabla 16.
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Tabla 15. Condiciones de reaccion para gPCR con SYBR Green.

Primer Upper 10 uM

Primer Lower 10 uM
cDNA

Agua Mili Q

Reactivo

SYBR Green ER 2X

Volumen total

Volumen
2 uL
1L
1L

Equiv. 300 ng
c.b.p. 20 uL
20 L

Tabla 16. Programa estandar de reaccién para PCR en tiempo real.

Paso Temperatura

1

2
3
4
5

50 °C
95 °C
95 °C
60 °C

Tiempo
2 minutos
10 minutos
15 segundos

1 minuto

Ir al paso 3, 40 veces

Para normalizar los datos, las muestras se corrieron en PCR tiempo real
para GAPDH utilizando el Human GAPDH kit de Applied Biosystems, el

cual funciona basado en la quimica de sondas TagMan. Las condiciones

de reaccion se muestran en la tabla 17.

Tabla 17. Condiciones de reaccién para q°PCR de GAPDH.

Reactivo
gPCR Mastermix 2X
Ensayo GAPDH 20X

cDNA
Agua DEPC

Volumen total

Volumen
10 pL
1L

Equiv. 300 ng
c.b.p. 20 uL
20 yL
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El programa utilizado para correr las muestras en el ABl PRISM 7000 fue
el mismo que para APC y HSP90, descrito en la tabla 16: Todas las
muestras se analizaron por triplicado. Se registré el Ct de las muestras
procesadas tanto para el gen de estudio como para el calibrador
enddgeno. Los datos se analizaron empleando el método AACt con
Microsoft Excel 2002 (XP).

6.11. Experimentos de infeccion viral en cultivos silenciados.

Para la infeccion de cultivos de Huh7 con APC y HSP90 silenciados, se
trabajo en placas de 24 pozos. En cada pozo se sembraron 40000
células, las cuales se transfectaron con 2 pyL de siPORT NeoFX por pozo,
en un volumen final de 500 yL de medio ADMEM 2% SBF por pozo.
(Figura 18)

Las concentraciones de RNAI para los siRNA para APC (si1433 y si1435)
fue de 5 nM, mientras que para los siRNA para HSP90 (si6993 y si6994)
fue de 100 nM. Se permitioé el silenciamiento de APC durante 48 horas
antes de realizar la infeccion. Para HSP90 se permitié el silenciamiento
durante 24 horas pre-infeccion con virus del dengue. La TCID normal
empleada fue de 1.5 pL de aislado viral por pozo, mientras que la TCID

letal fue de 6 pL/pozo.

El contenido de los pozos en las placas de cultivo se rasp6 con ayuda de
un gendarme de hule y se cosecho tanto contenido celular como medio

de cultivo en tubos eppendorf de 1.5 mL.

Las muestras se congelaron a -80 °C, acondicionadas bajo el mismo
protocolo de almacenamiento de aislados virales (adiciéon de mezcla

90:10 suero bovino fetal- bicarbonato de sodio al 7.5%).
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Figura 18. Esquema general de los experimentos de

silenciamiento génico e infeccion viral.

Para APC se realiz6 el silenciamiento con los RNAI por separado y en
conjunto, a una concentracion final de 5 nM. Para HSP90 se utilizaron
los RNAI por separado, a una concentracion final de 100 nM. En los dos
experimentos los controles utilizados fueron células sin infeccién (control
negativo), células infectadas sin silenciar (representando el 100% de
infeccion) y células infectadas con una TCID letal (para confirmar una
infeccion viral exitosa). Todos los experimentos se realizaron por

triplicado. (Figura 19)
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Figura 19. Diseio general del experimento de silenciamiento génico e infeccioén viral.
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Capitulo VII

RESULTADOS

7.1. Cultivo de células C6/36 y amplificaciones virales iniciales.

Las células C6/36 donadas por la Dra. Maria Alba Lorofio Pino se
trasladaron a temperatura ambiente y en cultivo activo; de Mérida,
Yucatan a Monterrey, Nuevo Ledn. La revision morfoldgica inicial no
mostré alteraciones de la monocapa semiconfluente por efecto de los
cambios de presion y temperatura en el viaje. Sin embargo, a las células
les tomé alrededor de dos semanas el recuperar el ritmo metabdlico,

para trabajar con ellas antes del viaje.

Se llevé a cabo el cultivo de la linea celular en tres botellas de 75 cm? en
medio L-15 (In vitro, S.A.) al 5% SBF (Hyclone). Posteriormente se
congelaron para generar un banco de células en el Laboratorio de
Infectologia Molecular, de las cuales se hizo control de calidad un mes
después, descongelando un vial y corroborando que las células
congeladas se mantenian viables, confirmando que el proceso de
congelacion fue exitoso. Se observé que bajo las condiciones de
descongelacién empleadas, a las células les tomo aproximadamente tres
semanas en recuperarse Yy volver a establecer monocapas

semiconfluentes en el periodo de una semana.

Se tratd de cultivar con medio L-15 de Invitrogen suplementado con
medio GIBCO, pero las células comenzaron a despegarse al tercer dia
después de haber sido sembradas, por lo que se decidi6 emplear

solamente los reactivos iniciales (InVitro).
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7.2. Amplificacion de los virus prototipo en células C6/36.

La infeccion viral inicial se realizé en el Laboratorio de Arbovirologia del
Centro de Investigaciones Regionales ‘Dr. Hideyo Noguchi’ (bajo la
direccion de la QFB Elsy del Pilar Rosado Paredes), empleando sueros
de pacientes virémicos (17 pL suero por monocapa semiconfluente de
células C6/36 en tubos de cultivo de fondo plano) registrados en su
banco de casos confirmados. Se realizé una infeccion inicial durante dos
semanas en tubos de cultivo de fondo plano (Nunc). Las infecciones
virales fueron evaluadas por inmunofluorescencia directa empleando el
anticuerpo monoclonal 4G2 (dirigido contra la proteina E de los Flavivirus
en general) en una dilucion 1:3000; asi como por inmunofluorescencia
indirecta utilizando anticuerpos IgG monoclonales especificos contra
cada serotipo viral y posterior incubacion con el anticuerpo secundario
fluorescente. Todos los cultivos resultaron positivos para ambas pruebas

de inmunofluorescencia (Figura 20).

Figura 20. Confirmacién por inmunofluorescencia (IF) de la infeccién de células C6/36
con dengue. Las imagenes se observan a 40 aumentos. A muestra el resultado de la
infeccion de un cultivo con dengue 1, confirmado con IF directa (4G2), mientras que B

muestra el resultado de una infeccion con dengue 4 por IF indirecta.
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Una vez confirmado el potencial infeccioso de los sueros descongelados,
se procedid a infectar cinco tubos de cultivo de fondo plano para el
traslado de los virus a Monterrey. Las monocapas confluentes se
infectaron con 100 pyL de suero con los virus dengue 1 (H-15991),
dengue 2 (H-17247), dengue 3 (H-25924A), dengue 3 (H-87) y dengue 4
(H-241), cada uno en su propio tubo de cultivo. Para el traslado se
coloc6d medio del cultivo L-15 al 2% SBF hasta un 90% del volumen del
tubo, el cual se removio a los 3 dias, colocando medio nuevo al 2% SBF.
Se incubaron los cultivos virales hasta comenzar a observar cambios en
la morfologia de la monocapa celular (Figura 20).

A los 10 dias post-infeccion se cosecharon dengue 1 y dengue 4,
mientras que dengue 2 y los dos cultivos de dengue 3 se cosecharon a
los 14 dias post-infeccion. Es probable que los cultivos se hayan tenido
que cosechar antes de los 15 dias post-infeccién debido a que el inéculo
infeccioso inicial pudo haber resultado demasiado alto para la monocapa

en el tubo de cultivo, lo que ocasiond citotoxicidad.

Figura 21. Cultivos de células C6/36 infectados con los aislados

de la primera cosecha viral observados en microscopio invertido.
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Con estos primeros aislados se realizO una segunda infeccion en
monocapas de C6/36 sembradas en botellas de 25 cm?. Estos cultivos
se infectaron con 100 yL de cada aislado viral. DENV-1 y DENV-2 se
cosecharon 10 dias post-infeccion, mientras que DENV-3 y DENV-4 se
cosecharon hasta el dia 15 post-infeccién. La figura 20 muestra el
aspecto de las monocapas celulares al momento de su cosecha. Se
observd que a los 10 dias la monocapa celular se encontraba
notablemente dafiada en el cultivo infectado con DENV-1, habiendo lisis
notoria y mucho detrito celular. En el caso de DENV-2 se observé fusion
celular y dafio de tipo sincicial, ademas de formacion de cumulos
celulares similares a racimos de uvas. En los cultivos infectados con
DENV-3 y DENV-4 como era de esperarse por lo observado en Mérida,
las células no se encontraron danadas, sélo se percibieron cumulos

celulares en algunos campos en el microscopio.

Cé6/36 Cé6/36 + DENV1 Cé6/36 + DENV2

Figura 22. Imagenes de cultivos virales de dengue 1y 2 en células C6/36 durante 15

dias. Fotografias tomadas con un microscopio invertido.
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Los aislados virales se congelaron y almacenaron a -86°C en una
mezcla de suero bovino fetal/ bicarbonato de sodio al 7.5% estéril 90:10.
Las proteinas del suero protegen la envoltura de los viriones, mientras
que el pH basico los mantiene viables. Debido a que los objetivos de
esta tesis estuvieron orientados al estudio de los serotipos 1y 2, la
importancia que tienen a nivel nacional y aprovechando su rapida
velocidad de cultivo para el establecimiento del sistema de estudio se
requiri6 de un banco mas grande de aislados virales que para los
serotipos 3 y 4, asi que en una siguiente ronda de amplificacién con los
aislados virales iniciales, se permitio el cultivo durante 15 dias de ambos
virus en monocapas semiconfluentes y asegurar una lisis celular
completa. Con este lote de aislados virales efue con el cual se realizaron

todos los experimentos de la presente tesis.

7.3. Validacién de la infeccion viral por métodos moleculares.

Para confirmar la presencia de las particulas virales en los cultivos, y de
forma complementaria a la evaluaciéon de los cambios en la morfologia
de la monocapa celular; se realizé la extraccion de RNA total con TRIzol
de los aislados virales de dengue 1y 2. La proporcion volumen-volumen
fue 1:1 de aislado viral-TRIzol. Los RNAs se almacenaron a -80 °C en
agua DEPC tratada con inhibidor de RNAsas.

Los RNAs totales se retrotranscribieron utilizando el primer D2 de
acuerdo al método publicado por Lanciottiy cols., como cebador, solo
para amplificar los genomas virales de dengue 1 y 2. Los cDNA
obtenidos se almacenaron a -20°C y se usaron como templado para la
optimizacion de la reaccion de serotipificacion. Los amplicones de 482
pb para dengue 1 y el de 119 pb para dengue 2 se obtuvieron

unicamente empleando una concentracion final 3 mM de MgCl, (el doble
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que en las PCR estandar), debido a que las regiones que se amplifican

parecen ser ricas en guaninas y citosinas (Figura 22).

PBS: 1.5mM MgCl, :° 3mM MgCl,
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Figura 23. Serotipificacién de los aislados virales

empleando el método de Lanciotti.

7.4. Infeccion de células Huh-7 con virus del dengue.

Para confirmar que los virus del dengue infectaban células Huh-7, se
sembraron 600-650000 células/ pozo en placas de cultivo de 6 pozos.
Las monocapas se infectaron con diferentes volumenes (25, 50, 75y 100
pL), asi como con 50 uL de diluciones 1:10 y 1:100 de los aislados
virales de DENV-1 y DENV-2. Se monitorearon los cambios morfoldgicos

en los cultivos durante 24, 48, 72 y 96 horas.

DENV-2 resulta ser mas agresivo con las células Huh-7, mientras que
DENV-1 es mas toxico para la linea C6/36. La dosis mas alta de los
aislados virales origind zonas liticas extensas en los cultivos, 24 horas
post-infeccion. DENV-2 fue capaz de destruir la monocapa celular a las

48 horas post-infeccion con el inéculo de 100 pL.

70



EVALUACION DEL IMPACTO DEL SILENCIAMIENTO DE LOS GENES APC Y HSP90 DE CELULAS
HUMANAS EN LOS NIVELES DE INFECCION DE LOS SEROTIPOS 1Y 2 DEL DENV

Los cambios ocasionados por ambos serotipos virales correspondieron
con los observados en la linea C6/36: En este tiempo hubo una
granulacion intensa en las células, ademas de que comenzaron a
formarse vacuolas. En general se observaron grandes zonas con fusion
y la presencia de mucho detrito celular, siendo esto indicativo de la lisis
que genera el virus. Los pozos infectados con diluciones 1:10 y 1:100
mostraron dafio celular hasta las 96 horas. Las figuras 23 y 24
corresponden a diferentes tiempos empleando una alicuota de 50 uL del

aislado viral completo en una monocapa celular de Huh-7.

Figura 24. Infeccién de células Huh-7 con DENV-1 (40X)
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Figura 25. Infeccion de células Huh-7 con DENV-2. (40X)

7.5. Definicion de la dosis viral infecciosa.

Para poder realizar experimentos con reproducibilidad fue necesario
realizar una estandarizacién del numero de particulas virales a emplear
por experimento. Por simplicidad se definid una dosis infecciosa para
cultivo celular (TCID, Tissue Culture Infective Dose), basandonos en los
resultados de los experimentos de infeccion de células Huh-7 con virus
del dengue. 3

TCID indica el volumen de aislado viral que se requiere para observar un
cambio en el cultivo celular.[D1, D3] Como cualquier medida de
cuantificacion viral es dependiente de la cantidad de células sembradas
para infectar y para obtener resultados reproducibles, se debe trabajar
con el mismo lote de aislado viral. El parametro caracteristico en
virologia clasica es TCIDsp, que indica el volumen de un aislado viral que
es necesario para matar u observar un efecto citopatico en el 50% de

una serie de cultivos celulares realizados bajo las mismas
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condiciones.™®® La TCIDsy, se emplea principalmente para virus cuyo

cultivo y cuantificaciéon resultan dificiles, como los virus de la influenza.
136

Los silenciamientos con RNAi en general requieren un maximo
aproximado de 36-72 horas para realizar la evaluacién de la reducciéon
génica, por lo tanto la dosis viral a emplear debe poder infectar la
monocapa y mantenerla viable durante 3 dias. Los volumenes de aislado
viral trabajados en las infecciones iniciales de células Huh-7 indicaron
que de 50 pL de los aislados virales de DENV 1 y 2 destruyen la
monocapa celular a las 96 horas, mientras que de 75 a 100 pL destruyen

la monocapa entre 24 y 48 horas.

Considerando que para los experimentos de infeccion se sembraron un
maximo de 650000 células por pozo, corresponde que a cada célula se
le esta tratando con 3.84 x 10 L de aislado viral, mientras que una
dosis de 100 pL involucra que a cada célula de la monocapa le

corresponden 1.53 x 10™ L del aislado.
Definimos por lo tanto dos dosis infecciosas:

¢ Dosis infecciosa estandar o normal: Volumen de aislado viral
que tiene la capacidad de infectar al cultivo celular sin destruir la
monocapa antes de las 96 horas.

e Dosis infecciosa letal (TCID4q0): Volumen de aislado viral que
tiene la capacidad para destruir la monocapa celular en un

periodo de 24 horas.
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Los experimentos de infeccion de Huh-7 con dengue se realizaron todos
con el mismo vial de aislado viral, tanto para DENV-1 como para
DENV-2, pertenecientes al lote cosechado el dia 5 de abril del afio 2010.
La dosis infecciosa letal se definié para utilizarla como control positivo de

infeccion.

7.6. Experimentos de silenciamiento génico.

El silenciamiento de APC y HSP9O0 se realizé en células Huh-7 siguiendo
las recomendaciones del kit Silencer Il, que se basa en transfeccion
reversa de los siRNA. Los resultados del silenciamiento de APC se
muestran en la figura 25. Para silenciar APC se trabajé con los siRNA
1433 y 1435 por separado y en combinacion. Debido a que estos dos
siRNA se encontraban validados, se decidio utilizar la concentracion final

de 5 nM recomendada por el proveedor en el inserto.

a.u —
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40 —

38 A —

Wsil1433
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25 1 — Wsi]435

Media ddCt

20 A —

Osil433 +
si1435

1.5 1 —
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0o 4

24h 48h 72h
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Figura 26. Resultados de la evaluaciéon del silenciamiento de APC.

La figura 25 muestra la grafica de los AACt obtenidos al analizar los RNA
totales de cada experimento para APC por tiempo real. Se observa que a
la concentracion final de 5 nM, los tres tratamientos fueron capaces de

disminuir la expresion del gen. Los RNAI por separado parecen ser mas
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1
] ]

eficientes que al realizar la transfeccion con ambos de forma simultanea.

Sin embargo el silenciamiento parece no mantenerse a las 72 horas.
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Figura 27. Resultados de la evaluacion del silenciamiento de HSP90.

En el caso de HSP90, los RNAI si6993 y si6994 no se encontraban
validados, por lo tanto se decidié experimentar con ellos unicamente por
separado y a las concentraciones finales de 50 y 100 nM, ya que es a
estos valores que en el laboratorio se han obtenido resultados exitosos

en el silenciamiento génico con otros RNA de interferencia.

Para HSP90 (Figura 26) se observo que el RNAIi mas eficiente fue el
si6994 a la concentracion de 100 nM, aunque con los otros tratamientos
también se logré la reduccion de la expresion génica. Es interesante
observar que a las 48 horas se pierde por completo el efecto del
silenciamiento. Se pudiera pensar que al tratarse HSP90 de un gen que
resulta imprescindible para la viabilidad celular eucarionte, el sistema de
cultivo pudiera entrar en crisis y llevar a cabo algun mecanismo de
rescate de forma simultanea a una posible degradacién del oligo. Por lo

tanto, con los experimentos de silenciamiento génico se pudo observar
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que la reduccion en la expresion de APC se logro a las 48 horas post-

transfeccion y para HSP90 a las 24 horas post-transfeccion.
7.7. Experimentos de infeccién viral en cultivos silenciados.
7.7.1. Silenciamiento de APC

Al comparar la morfologia de las células infectadas con DENV-1/DENV-2
con la expresion normal de APC, contra aquellas células que fueron
infectadas en y con expresion reducida de APC, se observa que la
monocapa celular presenta un mayor numero de células adheridas a la

botella de cultivo cuando el gen se encuentra silenciado (Figura 27).

Aunque en ambos experimentos se observa lisis celular, formacion de
vacuolas, granulacion extensiva y fusién celular con estructuras
sinciciales, los cultivos donde APC se expresa de forma normal tienen un
grado de lisis mucho mas significativo y notorio que los cultivos con el

gen silenciado.

No se puede decir que la reduccidon en la expresion de APC reduzca el
dafo que el virus del dengue causa sobre las células Huh-7, puesto que
en cultivos silenciados hay un alto efecto citopatico: las células se ven
fusionadas formando estructuras denominadas ‘células gigantes’, de
forma similar a como sucede en los cultivos del virus del ojo azul. "
Esto es especialmente mas notorio en los cultivos infectados con DENV-
2, debido a que en los cultivos sin silenciar ese gen, la monocapa tiene

un alto grado de dafo, presentando extensas zonas de lisis celular.
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si1433 + DENV1 5i1435 + DENV1

40X

si1433 + 511435 +DENV1 DENV1 sin SiRNA
o

5i1433 + DENV2 5i1435 + DENV2

§11433 + 511435 + DENV2 DENV2 sin siRNA

Figura 28. Cultivos con APC silenciado infectados con DENV1 o DENV2.
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$5i6993 + DENV1 5i6994 + DENV1

DENV1/no siRNA Huh-7 no DENV

5i6993 + DENVZ2 5i4994 + DENV2

A a0

28

DENV2/no siRNA

Figura 29. Cultivos con HSP90 silenciado infectados con DENV1 o DENV2.
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7.7.2. Silenciamiento de HSP90.

La figura 28 muestra las fotografias del experimento de reduccion de la
expresion de HSP90 e infeccion con virus del dengue. Como era de
esperarse, la reduccion en la expresion de HSP90 ocasiondé una
infeccion menos agresiva en comparacion con los cultivos celulares en
los cuales la expresion génica era basal. En los cultivos con HSP90
silenciado se observé una menor formacién de vacuolas y granulacion

en comparacion con los cultivos no silenciados.

En todos los casos con silenciamiento de HSP90 la monocapa celular se
mantuvo casi integra, aunque se encontraron zonas en las cuales la
fusion celular resultaba abundante. No se presenté el mismo grado de
lisis celular en los cultivos silenciados. En el pozo de la placa de cultivo
en la cual se colocé la TCID letal, la monocapa celular estaba totalmente

destruida.

Los resultados coinciden con los reportes que indican que HSP90 es
parte del receptor celular para el virus del dengue: Si HSP90 se
encuentra ausente, las particulas virales no podrian ser endocitadas por
la célula del hospedero. En nuestro experimento concluimos que la
reducciéon en la expresidon génica de HSP90, concuerda con una
reduccion en el impacto de la infeccion viral sobre cultivos de células
Huh-7.
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Capitulo VIII
DISCUSION

El 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, con una incidencia en

aumento de forma explosiva. '°

Segun la OPS, el incremento de los viajes aéreos, las condiciones
climaticas, la urbanizacién no planificada, las dificultades en el
abastecimiento de agua, sumados al deterioro de los programas de
control del vector, la carencia de insecticidas con buena relacion de
costo/efectividad y la falta de educacién sanitaria son algunos de los
factores relacionados a la diseminacion del Aedes aegypti y al

incremento en la circulacion de los cuatro serotipos del virus. 38

La falta de tratamiento y profilaxis sefiala la necesidad primaria de la
busqueda de principios activos que tengan la capacidad de interferir con
la replicacion viral para poder evitar la evolucion de una fiebre
autolimitada a un sindrome hemorragico. Por lo tanto es de fundamental
importancia el estudio de aquellos factores que se encuentran
involucrados en el proceso de replicacidon viral empleando sistemas de

estudio in vitro.

Al comienzo de la realizacion del presente trabajo de tesis, en el
Laboratorio de Infectologia Molecular del Departamento de Bioquimica y

Medicina Molecular de la Facultad de Medicina, UANL, no contabamos
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con el sistema de cultivo viral para dengue. Con la colaboracion del
equipo de trabajo de la Dra. Maria Alba Loroio Pino, especialmente por
parte de la Q.F.B. Elsy del Pilar Rosado Paredes, logramos trasladar la
técnica y adaptarla a las condiciones particulares de un nuevo

laboratorio. 1°

Las células se trasladaron en cultivo activo junto con los virus, y
estuvieron expuestas a una temperatura ambiental de 29 °C (registrados
para Mérida, Yucatan, el dia 6 de marzo del 2010), para llegar a
Monterrey, N.L. a un medio a 10 °C (registrados el dia 7 de marzo del
2010) después de un vuelo de 3 horas bajo los cambios de presion

inherentes al viaje en avion.

Las células tardaron alrededor de dos semanas en recuperar la
velocidad de divisidn observada al trabajarlas en Yucatan. Estableciendo
el banco de células para cultivo y el banco de prototipos virales
amplificados. Asi nos convertimos en el primer laboratorio en el norte del
pais en tener montada y funcional la técnica de cultivo del virus del

dengue.

Con la primera cosecha viral, confirmamos que los serotipos del DENV
amplificados en células C6/36 a partir de sueros de pacientes virémicos
mantienen su potencial infeccioso. Es de suma importancia asegurar que
la muestra del paciente debe tener maximo 5 dias después de la
aparicion de la sintomatologia para tener una mayor probabilidad de
capturar particulas virales en el periodo de viremia activa. Observamos
que aunque las cosechas virales iniciales no alcanzaron los 15 dias
estandarizados, pudo haberse debido a que el in6culo viral con el suero
del paciente fuera muy alto para la cantidad de células en monocapa en

los tubos de cultivo de fondo plano.
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Sin embargo, al momento de reproducir la infeccion viral en cultivos
realizados en botellas de 25 cm?, logramos replicar también los tiempos
de cosecha viral aprendidos en Meérida, ademas de confirmar los
serotipos estudiados (DENV-1 y DENV-2) por métodos moleculares,
correspondiendo los resultados obtenidos por PCR con los tamanos de
los amplicones serotipo-especificos reportados por Lanciotti y

colaboradores. &2

La infeccion en las células Huh-7 fue reproducible, usando los mismos
lotes de aislados virales para realizar la infeccion, se observo efecto
citopatico dependiente del volumen de aislado viral empleado y del
tiempo de incubacioén de los cultivos para promover la amplificacion viral.
Sin embargo se requiere realizar una cuantificacion absoluta de la

multiplicidad de infeccion para cada lote de virus.

El silenciamiento génico empleando RNAs de interferencia dirigidos
contra los mensajeros de APC y HSP90 fue exitoso. Sin embargo en
ambos casos se observo una sobre-expresion en el sistema celular a las
72 horas para APC y a las 48 horas para HSP90. Aunque no existen
referencias de estos sucesos, por lo que es importante considerar que
estos dos genes se encuentren involucrados en multiples procesos
celulares y resulten de gran importancia para el sistema celular, por lo
que pudiera ser necesario montar una respuesta compensatoria a la

disminucion de la expresion génica.

Probablemente tenga lugar algun mecanismo que resulte en una sobre
expresion de ambos genes. Es posible que también pudiera verse
involucrada la degradacion de los RNAI. Para los efectos de esta tesis, la
definicion de los tiempos de silenciamiento génico sostenido observados
para APC y HSP90 fue suficiente para enfrentar al sistema silenciado al

proceso de infeccion viral.'®
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Nuestros resultados preliminares sugieren que el gen APC y/o sus
productos son importantes para inducir la infeccion celular por el DENV
(serotipos 1y 2) en células Huh-7. Considerando que APC es necesario
para multiples procesos celulares, es interesante observar que su
ausencia ocasione una infeccion severa pero sin lisis exacerbada en
comparacion de aquellos cultivos donde el nivel de expresion de APC es

basal.

No existen referencias previas fuera del estudio a gran escala del grupo
de Sessions ', que indiquen que el gen APC participe en los procesos
de infeccién por dengue, aunque se ha reportado que el VHB codifica
una proteina capaz de interactuar con el gen APC, bloqueando el sitio de
unién a B-catenina, activando la sefalizacion mediada por Wnt.""?
Deberan realizarse experimentos adicionales para confirmar la

participacion de APC en la infeccion por el DENV.

En los cultivos (serotipos 1y 2) en donde se ha disminuido la expresion
del gen HSP90, el virus causa menor lisis celular en comparacion con las
células donde la expresion del gen es basal. Los resultados obtenidos

concuerdan con los reportados por Del Angel y cols. 2% 124123

quienes
describieron a HSP90 como parte del receptor del virus del Dengue en

celulas C6/36.

Se ha reportado que en células hepaticas HepG2 la entrada del virus es
independiente de las proteinas de choque térmico HSP70 y 90 '°
mientras que nosotros observamos que en la linea Huh-7, que es la
misma que Sessions y col. '® emplearon para hacer el monitoreo de
factores humanos involucrados con la infeccién viral, al reducir la

expresion génica de HSP90, la severidad de la infeccién disminuye,
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llegandose a observar algunos campos en el microscopio que parecen

no tener alteraciones morfologicas.

Sessions y cols. ' sefialaron a APC y HSP90 como posibles factores
del hospedero participantes en el proceso de infeccién viral. Los
resultados preliminares de la presente tesis son coherentes con sus
hallazgos experimentales con DENV-2. Adicionalmente  nuestros
resultados sugieren el mismo comportamiento para el DENV-1. Sin
embargo, es necesario realizar la cuantificacion absoluta del numero de
particulas virales obtenidas y el estudio de infectividad de las particulas
virales obtenidas después de silenciar los cultivos de Huh-7.
Desconocemos la forma en la cual la disminucion génica alter6é la

produccién de particulas virales o si se modificé su potencial infeccioso.
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Capitulo IX

CONCLUSIONES

. Estandarizamos el sistema de cultivo de la linea celular C6/36 y

su infeccidon con sueros humanos o sobrenadantes de cultivo

celular que contenian particulas de DENV.

. Establecimos el sistema de infeccion en la linea Huh-7 como un

modelo de estudio disponible para la evaluacién de la

patogenicidad del DENV y replicacion viral.

. Existen diferencias en los tiempos de crecimiento de los cuatro
serotipos del virus del Dengue cultivados: DENV 3 y 4 tardan mas

tiempo para crecer que DENV 1y 2.

. Durante la infeccién de células C6/36 con los serotipos 1 y 2 del
virus del Dengue, se observé que el serotipo 1 es mas litico,
mientras que para las células de hepatocitos Huh-7 fué mas litico

el serotipo 2.

. Los resultados preliminares sugieren la participacién de los genes
APC y HSP90 en el proceso de infeccion viral para los serotipos 1
y 2 del DENV. También sugieren que APC pudiera estar regulado

por el virus para lisar la célula hospedera.

. Los resultados preliminares obtenidos con el silenciamiento del
gen HSP90 son similares a aquellos publicados por Del Angel y

cols., donde se le identifica como parte del receptor viral.
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Capitulo X

PERSPECTIVAS

Cuantificacion de la carga viral por PCR tiempo real, y de NS1 del

DENYV usando como base las secuencias de cada serotipo.

Conocer la carga viral de los aislados cosechados en los
experimentos de silenciamiento-infeccion, para poder conocer el
numero de particulas virales producidas vy si el tratamiento con los

RNAs de interferencia modifico las cantidades producidas.

Se requiere terminar de estandarizar la metodologia de formacion
de placas virales para conocer si el numero de particulas virales
viables se modifica después de la reduccion de la expresion de

los genes estudiados.
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Capitulo XII

ANEXOS

- CULTIVO CELULAR -

1. SUPLEMENTO DE MEDIOS DE CULTIVO

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

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

Equipo
e Campana de flujo laminar.
e Mechero de Bunsen.

e Pipetor.

I. Medio Leibovitz (L-15).

Reactivos

e Medio de cultivo Leibovitz (L-15) con L-Glutamina. 500 mL. In vitro
S.A. cat. ME-040.

e Suero Bovino Fetal. 500 mL. HyClone. Cat. sh30396.03.

e Solucion de  antibidtico-antimicético  (100X)  Penicilina-
Estreptomicina-Anfotericina B, 100 mL, In vitro, S.A. Cat. A-07.

e Soluciéon de aminoacidos no esenciales (100X), para medio
minimo esencial de Eagle, 100 mL, In vitro S.A. Cat. SR-05.

e Solucién de bicarbonato de sodio al 7.5% esterilizado por

membrana, 100 mL, In vitro S.A.
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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, 55 mL de solucion
antibiotico/antimicético (100X) y 5.5 mL de solucién de aminoacidos
no esenciales (concentracion final 1X). El medio al 10% es el que se

debe utilizar para subcultivar.

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 anaden 10 mL SBF + 5 mL de

antibidtico/antimicoético + 5 mL de aminoacidos no esenciales.

Observaciones

e Es fundamental usar un suero bovino fetal compatible con las
células C6/36 (HyClone), Gibco e Invitrogen parecen no dar
buenos resultados, observandose como las células comienzan a
decaer después del tercer pasaje.

e El volumen de bicarbonato necesario para alcalinizar el medio es
empirico dependiendo del lote adquirido: el medio debe tornarse
color rojo grosella para poder ser utilizado. En general para 500
mL de medio se afiaden 3 mL de solucion de bicarbonato y lograr
un pH de 7.2.

e El medio de cultivo puede irse alcalinizando con el abrir y cerrar
continuo de los frascos que lo contienen. Para acidificar el medio
se pueden emplear utilizar unas gotas de HCI 1M esterilizado por
filtracion con una membrana de 0.22. Mantener el acido y el

bicarbonato en refrigeracion a 42C.
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Il. Medio Dulbecco’s Modified Eagle Medium Advanced (Advanced-
DMEM).

Reactivos

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

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

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

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

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

Protocolo

a) Medio con 2% de SBF para mantenimiento de células Huh-7.
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 soluciéon de antibidtico (100X

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

b) Medio con 1% de SBF para infeccion viral de células Huh-7.
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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2. MANTENIMIENTO DE LINEAS CELULARES.

Fundamento
El subcultivo provee la oportunidad para expandir la poblacion celular
total, aplicar presién selectiva empleando en el medio un agente de
seleccion y permitir la generacion de cultivos réplica para
caracterizacién, experimentacién, 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. Los pasajes
permiten mantener limpio el medio de cultivo y evitar la aglomeracién
de células, permitiendo que cada unidad de la monocapa reciba la
misma concentracion de nutrientes y se encuentre expuesta a las

mismas condiciones que las demas células.

Material
e Pipetas serolégicas de 5 mL. Marca Corning. Cat. 4487.
e Pipetas serolégicas de 10 mL. Marca Corning. Cat. 4488.
e Pipetas serologicas de 2 mL. Marca Fisherbrand. Cat. 13-678-11C.
e Botellas para cultivo celular de 25 cm?.
c) Con filtro. Marca Corning. Cat. 430639.
d) Con tapa de rosca. Marca Corning. Cat. 430168.
e Botellas para cultivo celular de 75 cm?.
c) Confiltro. Marca Corning. Cat. 430641.
d) Con tapa de rosca. Marca Corning. Cat. 430199.

e Raspadores celulares (gendarmes) de 25 cm. Marca Corning. Cat.
3010.

e Pipeta pasteur. Marca Corning. Cat. 101001440.
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Reactivos

Medio de cultivo

a) L-15 suplementado al 5% con suero bovino fetal.

b) Advanced DMEM suplementado al 2% con suero bovino fetal.
Solucion buffer salino de fosfatos (PBS) 1X.

Tripsina-EDTA 0.25% 500 mL. Marca GIBCO. Cat. 15050057.
Solucién 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 COa.
Incubadora sin tanque de COs.

Bomba de presion y vacio.

. Protocolo para células C6/36

1.

Golpear botella confluente para eliminar células C6/36 que no se
encuentren adheridas. Si no se va a dividir el cultivo es

innecesario golpear la botella.

2. Decantar medio de cultivo.
3. AAadir 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.
Hacer dilucion 1:10 en botellas nuevas o dependiendo de la

necesidad de botellas a sembrar.
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Ajustar volumen final en las botellas subcultivadas (25 cm?: 5 mL
medio, 75 cm?, 10 mL medio).

Al cultivo inicial anadir medio fresco y continuar creciendo.

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

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

permite hacer los subcultivos semanalmente.

Observaciones

El medio debe estar al 10% con SBF para que las células crezcan.

El numero de pases es indistinto, se puede continuar cultivando a
partir de la botella inicial. No tirar botellas a menos que sea
necesario.

Si se desea que las células crezcan mas rapido, golpear
vigorosamente la botella de cultivo

Si el pH del medio parece estar acido (color amarillo) y la botella
todavia no esta confluente, se puede alcalinizar a rojo de nuevo
anadiendo unos cuantos microlitros de bicarbonato de sodio al
75% estéril.

Las células C6/36 prefieren el medio acido cuando se encuentran
en division, por lo que no afecta tanto el vire de coloracion del

medio en comparacion con otras lineas celulares.

Il. Protocolo para células Huh-7.

1.

Retirar el medio de cultivo viejo por aspiracion.

2. Lavar las células con una alicuota de PBS estéril 1X. por cada 25

cm2 de superficie se debe emplear 1 mL de buffer de lavado.
Realizar movimientos circulares para permitir que la solucion entre
en contacto con todas las unidades de la monocapa y pueda

remover la mayor cantidad posible de detrito celular.
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Retirar el PBS 1X por aspiracion.

Afadir tripsina. Las células en una botella de 25 cm? se levantan
con 1 mL de tripsina. Las de una botella de 75 cm? se levantan
con 3 mL.

Incubar a 37°C durante 5 minutos. Procurar no exceder el tiempo
para que la enzima no comience a degradar la membrana celular.

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

Recolectar la suspensién celular en un tubo falcon de 15 mL.

Centrifugar a 1000 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente.

Cuidadosamente retirar el medio de cultivo utilizado para
neutralizar la tripsina. Se puede dejar un poco de volumen para no

romper el botdn celular.

10. Ahadir medio de cultivo nuevo dependiendo del tamarfo del boton

11.

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 botdn celular proveniente de
una botella semiconfluente de 75 cm? se puede resuspender en 4
a 5 mL de medio.

Resuspender completamente con ayuda de una pipeta de 2 mL (o
con una puntilla de 1000 uL) el boton celular en el medio nuevo

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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Observaciones

e Las células no deben exponerse mas de 10 minutos al PBS 1X y
no mas de 5 minutos a la tripsina.

e La suspension celular obtenida al neutralizar la tripsina con medio
de cultivo suplementado, se centrifuga para asegurar un nivel de
compactacion homogéneo. Cuando se disgrega de forma correcta
se evita la formacion de cumulos celulares.

e Es recomendable flamear las bocas y las tapas de las botellas de
cultivo después de abrir y antes de cerrar para evitar
contaminacion de su contenido.

e Si se emplean micropipetas automaticas, jamas permitir la entrada
del vastago a las botellas, ya sean de cultivo celular o las

correspondientes a los reactivos en uso.
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3. RECUENTO CELULAR

Fundamento

La técnica de recuento celular utilizando el hemocitometro 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]

Figura X. 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. Generalmente se preparan diluciones 1:4 o 1:8 de la
suspensién celular a contabilizar. ElI resultado se obtiene

multiplicando el numero de células contadas en la camara de
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neubauer por el valor de la dilucién realizada (4 u 8) por el valor del

factor de la camara (1 x 10%).

Material

Tubos eppendorf de 0.2 mL.

Cultivos de células Huh-7.

Reactivos

Medio de cultivo Advanced DMEM suplementado al 2% con suero
bovino fetal.
Colorante azul tripano. 100 mL. Marca GIBCO. Cat. 15250-061.

Equipo

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

Incubadora con tanque de COa.

Protocolo

1.

2.

Procesar las botellas de cultivo hasta la resuspension vy
disgregacion en medio nuevo de las células. Procurar una
disgregacion completa, sin que el medio presente cumulos del
cultivo flotando o suspendidos.

Tomar una alicuota de 60 pyL de medio de cultivo nuevo y
depositarla en un tubo cénico de 200 pL.

Medir una alicuota de 10 pL de la suspension celular y depositarla
en el tubo conico del 200 pL. Procurar homogenizar

completamente antes de realizar la medicién, puesto que de
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forma natural las células precipitan volviendo a formar el botén al
fondo del tubo donde se centrifugaron.

4. Medir 10 pL del colorante azul tripano y colocarla en el tubo
conico de 200 pL

5. Mezclar con ayuda de una puntilla de 200 uL el volumen del tubo,
subiendo y bajando su contenido sin formar burbujas.

6. Depositar 10 yL de la suspension celular con colorante en la
camara de Neubauer.

7. Utilizando el objetivo de 10X en el microscopio, contar el numero
de células vivas en las cuatro cuadriculas de 4 x 4 de la camara

(Figura X, numeros 1, 2, 3y 4). Registrar los numeros.

8. Contar el numero de células en el cuadrante central de 5 x 5
(Figura X, numero 5). Registrar la cantidad.
9. Realizar el calculo del total de células empleando la siguiente

férmula:
No. células/mL = (Promedio 4 x 4) (Factor de dilucién) (1x 10%)

10. El numero obtenido con el promedio de las cuadriculas de 4 x
4debe ser similar al calculo realizado con el total de células en la
cuadricula central de 5 x 5.

11. Multiplicar el numero de células/mL por el volumen en el cual se
resuspendieron y disgregaron las células del cultivo para obtener
la cantidad total de células producidas.

12.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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4. 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 contaminacién, fallas en la incubadora
o agotamiento del medio de cultivo. Se recomienda congelar 1 x 10°
— 1 x 107 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 congelacién debe ser lenta y se recomienda que
el almacenamiento final se realice en un tanque de nitrégeno liquido,

donde las células pueden permanecer viables durante varios afos.

Material
e Cultivos celulares semiconfluentes.
e Micropipetas.
e Crioviales de 2 mL. Marca Corning. Cat. 430659.
e Tubos falcon de 15 mL. Marca Corning. Cat. 430053.

Reactivos
e Suero bovino fetal. 500 mL:
a) Para C6/36: Marca Hyclone.
b) Para Huh-7: Marca GIBCO.
e Dimetilsulfoxido (DMSO) grado Biologia molecular. 100 mL. Marca
Sigma. Cat. D2650.

e Hielo.
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Equipo

Campana de flujo laminar.
Bomba de presion y vacio.
Centrifuga.

Hielera.

Refrigerador de -20 — 0 °C.

Ultracongelador Revco.

l. Protocolo para células C6/36.

© © N o

. 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.

Decantar medio de cultivo y resuspender en 2 mL de suero bovino
fetal completo.

Depositar en el criovial 900 pL de la suspensién celular y afadir
10 yuL de DMSO.

Enfriar células a 4 °C durante 5 minutos.

Pasar células a -20 °C durante dos horas. No exceder tiempo.
Almacenar células a -70 °C.

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

Il. Protocolo para células Huh-7.

1.

Cosechar células Huh-7 siguiendo el protocolo de subcultivo hasta

la obtencioén del botdén celular.
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2. Remover completamente el medio utilizado para neutralizar la
tripsina, empleando una micropipeta de 1000 uL y procurando no
romper el botdn celular.

3. Resuspender células en suero bovino fetal completo. Aiadir tanto
suero como sea necesario para obtener una suspension con una
concentracion final de 1.5 a 2 millones de células por mL.

4. Preparar crioviales a congelar. Flamear el cuello y la tapa de cada

uno de ellos.

5. Depositar en cada criovial 100 yL de DMSO. No flamear después
de colocar el disolvente.

6. Depositar en cada vial 900 pL de la suspension de células en
suero bovino fetal.
Almacenar células en hielo (4 °C) durante 5 minutos.
Transfrir crioviales a refrigerador a -20 °C durante dos horas. No
almacenar a esta temperatura por mas de 3 horas.

9. Transferir células a ultracongelador Revco a -80 °C. Las células
congeladas y almacenadas a esta temperatura tienen caducidad

de un ano.
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5. DESCONGELACION DE LINEAS CELULARES

Fundamento
El proceso de congelacion resulta estresante para las células. 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
e Pipetas seroldgicas de 5 mL. Marca Corning. Cat. 4487.
e 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 Huh-7: Advanced DMEM suplementado al 2% con

suero bovino fetal.

Equipo
e Campana de flujo laminar.
e Micropipetas automaticas.
e Microscopio.

e Incubadora.
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1
] ]

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 maria se debe limpiar con
etanol al 70% antes de permitir su entrada a la campana de
bioseguridad.

2. Depositar 5 mL de medio de cultivo atemperado en una botella de
25 cm?.

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

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

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

6. 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 -

6. CULTIVO VIRAL: AMPLIFICACION DEL VIRUS DEL DENGUE EN
LINEAS CELULARES.

Fundamento
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 obtencién del cultivo celular semiconlfuente, la
adicioén 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.

El protocolo descrito en este anexo se adapté empleando la linea
celular C6/36 de Aedes albopictus y las cepas virales H-159911 de
DENV-1y H-17247 de DENV-2.

Material
e Pipetas serolégicas de 5 mL. Marca Corning. Cat. 4487.
e Pipetas serologicas de 2 mL. Marca Fisherbrand. Cat. 11-678-11C.
e Cultivos confluentes de células C6/36 en botellas sin filtro de 25
cm?,
e Virus prototipo Dengue 1 cepa H-159911 conservado a -80°C.

e Virus prototipo Dengue 2 cepa H-17247 conservado a -80°C.
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Reactivos
e Medio L-15 suplementado al 2% con suero bovino fetal.
e Solucién buffer salino de fosfatos (PBS) 1X.

Equipo
e Campana de flujo laminar.

e Pipetor.
Protocolo

1. Sembrar células C6/36 hasta obtener una monocapa confluente
bajo las condiciones indicadas en el protocolo correspondiente.
Desechar medio de cultivo por decantacion.

Lavar células con 3 mL de solucion PBS 1X para remover el
detrito celular. Realizar movimientos circulares para limpiar la
monocapa completa.

Remover PBS 1X.

Recambiar 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,
tubo Nunc: 1 mL).

Adicionar al medio 100 — 150 uL del aislado viral.

Homogenizar 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.

Transcurrida la hora de incubacién, completar volumen del medio
de cultivo a los indicados en el apartado de subcultivo celular.

10. Incubar a temperatura ambiente sin fuente de CO..



EVALUACION DEL IMPACTO DEL SILENCIAMIENTO DE LOS GENES APC Y HSP90 DE CELULAS
HUMANAS EN LOS NIVELES DE INFECCION DE LOS SEROTIPOS 1Y 2 DEL DENV

Observaciones

e El medio de cultivo para infeccion viral debe estar al 2% SBF para
permitir el mantenimiento celular pero evitar su division,
permitiendo que el virus las infecte sin que mueran.

e Para cada serotipo viral utilizar una alicuota de medio distinta.

e Normalmente una botella de 25 cm? se infecta con 30 — 35 pL del
aislado viral, pero la infeccién con 100 yL permite una produccion
mayor de particulas virales.

e Si durante el periodo de incubacién el medio se torna &cido,
anadir unas gotas de solucion al 7.5% de bicarbonato de sodio
para dejar el medio ligeramente alcalino.

e Sila infeccidn se hace en tubos (Nunc, Nunclon surface), cultivar
células a confluencia depositando 2.5 mL de la suspension 1:10
de células proveniente de botella de 75 cm? (medio 10% SBF).
Antes de realizar la infeccidon hacer el recambio al medio
correspondiente. Si las células se encuentran muy crecidas,
vortexear tubo para poder eliminar las células excedentes al
momento de decantar el medio y dejar una monocapa en el tubo.
Primero colocar 1 mL de medio al 2% SBF, infectar con 17 uL del
aislado viral e incubar 37°C. Transcurrido el tiempo, completar
volumen de medio a 2.5 mL.

e DENV prefiere un pH alcalino en el medio para infectar a las
células C6/36.
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7. COSECHA Y ALMACENAMIENTO DE AISLADOS VIRALES.

Fundamento
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
1y 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 suspension 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
e Pipetas seroldgicas de 5 mL. Marca Corning. Cat. 4487.
e Pipetas serologicas de 2 mL. Marca Fisherbrand. Cat. 11-678-11C.
e Raspadores celulares (gendarmes) de 25 cm. Marca Corning. Cat.
3010.
e Tubos falcon de 15 mL. Marca Corning. Cat. 430053.

e Tubos eppendorf de 1.5 mL estériles.

Reactivos
e Suero Bovino Fetal. 500 mL. HyClone. Cat. sh30396.03.
e Solucién de bicarbonato de sodio al 7.5% esterilizado por

membrana, 100 mL, In vitro S.A.
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Equipo

Campana de flujo laminar.
Micropipetas automaticas.
Pipetor.
Hielera.

Ultracongelador Revco.

Protocolo

Transcurridos de 12 a 15 dias de la infeccién celular, se puede

cosechar el virus.

Si el cultivo se hizo en tubo, vortexear para desprender las células.

Si el cultivo se realizé en frascos, raspar con gendarme. No hacer
lavados con PBS.

Recolectar medio de cultivo y centrifugar para empaquetar las
células.

Del sobrenadante colectar alicuotas y si es necesario, reinfectar
un cultivo nuevo con 100 pL de ellos (botella de 25 cm?).

Preparar la mezcla de congelacion 90% suero bovino fetal: 10%
bicarbonato de sodio al 7.5% en un un tubo falcon de 15 mL.

Para congelar las alicuotas del virus, de los 6-8 mL que resultan
de una botella de 25 cmz, anadir 1.5 de mezcla SBF-Bicarbonato
y dividir en viales de 1 mL.

Almacenar a -70°C.

Observaciones

La mezcla suero bovino fetal - bicarbonato se usa para proteger

las particulas virales. El pH basico les proporciona estabilidad.

114



EVALUACION DEL IMPACTO DEL SILENCIAMIENTO DE LOS GENES APC Y HSP90 DE CELULAS
HUMANAS EN LOS NIVELES DE INFECCION DE LOS SEROTIPOS 1Y 2 DEL DENV

- PROTOCOLOS PARA MANEJO DE RNA -

8. EXTRACCION DE RNA.

Fundamento
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 adicién 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
e Microtubos de 1.5 mL. Marca Axygen. Cat. MCT-150-C.
e Microtubos de 2 mL. Marca Axygen. Cat. MCT-200.

e Pipetas automaticas.

Reactivos
e TRIzol.
e Cloroformo. 500 mL. Sigma-Aldrich. Cat. 2432-500mL.
e Isopropanol.
e FEtanol al 70% en agua DEPC.
e Agua DEPC.

Equipo
e Centrifuga refrigerada.

e Campana de flujo laminar.
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Protocolo

. Remover medio por aspiracion de la botella o los pozos de la

placa de cultivo. No hacer lavado con PBS.

Fase de homogenizacion: Adicionar 1 mL de TRIzol a una botella
de 25 cm2 para su lisis. En el caso de hacer la extracciéon de RNA
a un extracto viral, usar una proporcion 1:1 volumen, La adicién
del TRIzol debe hacerse a 4°C.

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 40 uL de cloroformo frio por cada 200 uL de TRIzol

empleados. Mezclar por inversién 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

9.

WL de isopropanol frio por cada mililitro de TRIzol empleado.

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

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

11.Fase de lavado: Remover el sobrenadante y lavar la pastilla con 1

mL de etanol frio por cada mililitro de TRIzol empleado. Mezclar

con vortex.

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

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

puntilla.

14.Dar un pequeio spin a temperatura ambiente para poder eliminar

los restos de etanol en el tubo con ayuda de una puntilla de 10 L.

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

inhibidor de RNAasas (RNAout o RNAsin).
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9. SINTESIS DE CDNA (RETROTRANSCRIPCION).

Fundamento
En la reaccion de retrotranscripcion, se sintetiza cDNA (DNA
complementario) a partir del RNA por accion 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
e Microtubos de 0.2 mL. Marca Axygen. Cat. PCR-02-C1.

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

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

1. Colocar en un tubo eppendorf de 0.2 mL 1 yL de random primers,
3 uL de RNAy 7.5 uL 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.
4. Preparar la siguiente mezcla de reaccién: 4 uL de buffer RT 5X, 2
puL de DTT 0.1 M, 0.5 pL de inhibidor de RNAsas y 1 uL de dNTPs
10 mM.
5. Anadir 8 pL de la mezcla de reaccion al tubo que se incubo en
hielo, asi como 1 yL de la enzima MMLYV.
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, retirar el tubo que

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

Condiciones de reaccion Programa del termociclador
Reactivo Volumen Paso Temperatura Tiempo
Buffer RT 5X 4 uL 1 72 °C 10 minutos
DTT 0.1 M 2 uL 2 25 °C 10 minutos
RNAse out 0.5 pL 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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- DETECCION MOLECULAR DEL VIRUS DEL DENGUE -

10. SEROTIPIFICACION DEL VIRUS DEL DENGUE POR EL

PROTOCOLO DE LANCIOTTI.

Fundamento
El diagnéstico de laboratorio de las infecciones por dengue incluye
técnicas moleculares como la RT-PCR, para la cual se han reportado
y publicado mas de 16 protocolos diferentes. Sin embargo, el
protocolo cuyo uso se encuentra mas extendido a nivel mundial es
esl| reportado por Lanciotti y colaboradores en 1992. El protocolo
involucra un par de primers universales para los cuatro serotipos del
dengue (primers D1 y D2), que hibridan sobre la region C y pre-M del
genoma viral. Posteriormente en una segunda ronda de amplificacién,
utilizando primers especificos para cada serotipo (‘Type Specific
primers’, TS: TS1, TS2, TS3 y TS4) se amplifica un fragmento con un
tamarnio particular para cada serotipo viral. [J. Virol. Meth. 72:27-41].

615
492
369

511 bp

246

123

D1 482 bp
D2 119 bp
D3 290 bp
D4 392 bp

T3 ; ) a92
Ts4  serotipo-especifico 19

m' 246
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D1[> Ts[ T2 Amplicon o8

Figura X. Esquema de amplificacién para la serotipificacion del DENV.
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Se ha reportado que este ensayo excede la sensibilidad obtenida por
amplificacion viral en cultivo celular cuando se usan alicuotas de la
misma muestra, y se usa ampliamente para diagndstico y monitoreo
del dengue, particularmente en paises del sureste de Asia. [J. Clin.
Microbiol., August 2003, p. 3864-3867, Vol. 41, No. 8].

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

Reactivos
e Taqg DNA Polymerase recombinante.
e Buffer 10X para PCR sin Mg*?
e Cloruro de magnesio 50 mM.
e Primers D1, D2, TS1y TS2.
e dNTPs.
e Agua miliQ
e Agarosa Ultrapure. Marca Invitrogen (Carlsbad, CA, USA).

Equipo
e Termociclador. Marca Eppendorf. Modelo Mastercycler gradient.
e Camara de electroforesis. Marca Owl. Modelo B1A.
e Fuente de poder. Marca Bio Rad. Modelo Power Pac 100.

e Horno de micro-ondas. Marca Panasonic.
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Protocolo

Condiciones de reaccion:

Para Dengue 1

Reactivo Volumen
Buffer PCR 10X 2L
Buffer Enhancer 20X 4 uL
MgCl, 50 mM 1.5 L
dNTPs 10 mM 0.5 pL
Primer D1 10 uM 2L
Primer TS1 10uM 2L
Taq polimerasa 0.3 uL
cDNA 1 uL
Agua Mili Q 6.7 L
Volumen total 20 yL

Programa para la amplificacion de DENV1 y DENV2.

Paso Temperatura

1

2
3
4
5
6
7

94 °C
94 °C
55 °C
72 °C

Para Dengue 2

Reactivo
Buffer PCR 10X

Buffer Enhancer
20X

MgCl2 50 mM
dNTPs 10 mM
Primer D1 10 yM
Primer TS2 10 uM
Taq polimerasa
cDNA
Agua Mili Q

Volumen total

Tiempo
5 minutos
30 segundos
30 segundos

30 segundos

Ir al paso 2, 40 veces

72°C
4°C

5 minutos

Esperar

Volumen

2 uL
4 yuL

1.5 uL
0.5 L
2 uL
2 uL
0.3 L

6.7 uL
20 uL
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Los productos amplificados se verificaron por medio de una
electroforesis en gel de agarosa al 3% tefido con bromuro de etidio. Los
geles se corrieron a 70 V. La PCR positiva para dengue 1 debe producir
un fragmento de 482 pb, mientras que para dengue 2 el fragmento debe

tener un tamafio de 119 bp.
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- ENSAYOS DE INTERFERENCIA CON RNA -

11. INTERFERENCIA DE RNA.

Fundamento

La interferencia con RNA (RNAi) es una técnica para reducir o
silenciar la expresion de un gen especifico en células vivas en cultivo
introduciendo una molécula pequefia de RNA de doble cadena
(dsRNA) que es complementaria a un mRNA de interés. Se ha
demostrado que moléculas de RNA de 21 pares de bases (siRNA por
sus siglas en inglés ‘short interferente RNA’) pueden ser potentes
mediadores del efecto de silenciamiento en células de mamiferos
[Elbashir, 2001].

El siguiente protocolo de silenciamiento con RNAI utiliza una mezcla
de lipidos (siPORT Neo FX, Ambion) como agente transfectante. Las
ventajas de este reactivo son que puede utilizarse con medio de
cultivo suplementado con suero bovino fetal. Ademas, debido a que
la modalidad de la técnica es la denominada ‘transfeccién reversa’,
los complejos de transfeccion formados interactuan con las células a
nivel tridimensional, incrementando la eficiencia del proceso. El
siguiente protocolo se describe para el silenciamiento de células Huh-

7 en placas de cultivo con 24 pozos.

Material
e Cultivos de células Huh-7 en medio ADMEM 2% suero bovino
fetal.

e Placas de cultivo de 24 pozos. Marca Corning.
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Reactivos

siPORT NeoFX. (Ambion)

Medio de cultivo ADMEM con 2% SBF.
Tripsina-EDTA 0.25%.

PBS1X.

Azul tripano.

RNA de interferencia suspendido en medio de cultivo ADMEM al
2% SBF.

Equipo

Campana de flujo laminar.
Micropipetas automaticas.

Incubadora con tanque de COa.

Protocolo

1.
2.

Tripsinizar células Huh-7 bajo el protocolo de rutina.
Resuspender células en suficiente medio para que 450 uL de la

suspension celular equivalgan a 400-450000 células/mL.

3. Diluir el reactivo siPORT Neo FX en medio ADMEM 2% SBF.

4. Incubar mezcla de agente transfectante con medio durante 10

minutos a temperatura ambiente.

Durante el tiempo de incubacion del agente transfectante, diluir el
RNAi en medio ADMEM 2% SBF.

Transferir la mezcla del medio con RNAI al tubo con la mezcla del
agente transfectante en volumenes de 100 pL y mezclar
suavemente con la puntilla con movimientos circulares. Evitar
subir y bajar el volumen de la mezcla nueva con la puntilla, para
evitar la introduccion de aire a los complejos de transfeccion.

Incubar la mezcla a temperatura ambiente durante 10 minutos.
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8. Dispensar 50 uL de la mezcla de transfectante-RNAi en cada
pozo de la placa.

9. Depositar en cada pozo 450 uL de la suspension celular.

10.Mezclar suavemente el contenido de los pozos ladeando la placa
hacia delante y hacia atras sin generar remolinos en su interior, ya
que esto puede provocar que los complejos de transfeccion se
acumulen en el centro de la placa.

11.Incubar a 37°C hasta el momento de la evaluacion del

silenciamiento.
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