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RESUMEN
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EVALUACION DE LOS PERFILES DE RESPUESTA A INTERFERON
INDUCIDOS POR LA INFECCION CON EL VIRUS DEL DENGUE

Introduccion: El dengue es la principal enfermedad viral transmitida a humanos por artrépodos.
Una de las caracteristicas del cuadro clinico de la infeccion por el virus del dengue (DENV) es
su alta variabilidad en la severidad, prondstico y resolucidon de la enfermedad. Estudios
recientes sugieren que diferentes cepas virales parecen inducir respuestas de interferon
variables y que de ello pudiese depender la presentacion clinica. No existen estudios previos
que evaluen este fendbmeno en cepas virales circulantes en México. Sumado a esto, se ha
reportado que 80% de las infeccidones por DENV son asintomaticas: por lo tanto, los donadores
de sangre virémicos son un riesgo para la seguridad en transfusiones. También nos propusimos
estudiar si la seroprevalencia de anticuerpos anti-DENV permanecia constante en donadores de
sangre con respecto al tiempo.

Objetivo: Conocer la contribucion epidemioldégica e impacto del dengue en Nuevo Ledn, asi
como establecer si existe una asociacion entre la patogénesis y la variabilidad genética de los
serotipos 1 y 2 del DENV, mediante la evaluacion de los perfiles de expresion y respuesta a
interferon, en cultivos celulares infectados con cepas virales aisladas a partir de sujetos
mexicanos virémicos.

Materiales y métodos: Se hizo un estudio retrospectivo de los registros semanales de
CENAVECE para conocer el panorama actual oficial del dengue en Nuevo Ledn. En
colaboracion con el banco de sangre HU y el Centro Estatal de la Transfusion se recolectaron
285000 donaciones de sangre en el periodo de enero 2010 a diciembre 2012, con carta de
consentimiento informado. A 2061 donadores sanos se les realizé ELISA para buscar
anticuerpos contra Brucella, VHC, VDRL, HBsAg, HIV1 y 2, WNV, DENV IgM-IgG. Los sueros
positivos a DENV se confirmaron por deteccion de NS1-DENV y RT-qPCR. A la par en
colaboracion con LESP-NL se recolectaron 1079 sueros NS1-DENV positivos de Nuevo Leodn
los cuales se analizaron por PCR en tiempo real para identificar serotipos, y fueron sembrados
en células C6/36 para aislar particulas virales. Los virus aislados se titularon en células BHK-21.
Posteriormente, se infectaron células Huh-7 a una m.o.i. de 0.1 durante 36h. Se usaron como
control virus prototipo inactivados con luz UV. Transcurrido el tiempo de infeccién, las células se
trataron 1h con IFNa (1000UI/mL). Los RNAs totales se montaron sobre arreglos de PCR
tiempo real (PAHS-016Z, QIAGEN) para evaluar la respuesta de interferon de las cepas
aisladas de pacientes.

Resultados: Se encontré que en el transcurso de 5 afios, el estado de Nuevo Ledn paso del
lugar 12 al 5° con mayor incidencia de dengue a nivel nacional, y que la seroprevalencia de
anticuerpos anti-DENV en donadores asintomaticos fue del 2.6%. Se aislaron 13 virus a partir
de cutivos celulares infectados con sueros NS1 positivos y los virus tuvieron la capacidad de
infectar otras lineas celulares, generar particulas infecciosas funcionales y de generar
enfermedad en un sistema In vivo. Al infectar células Huh-7 se observé que las cepar virales
tenian una capacidad diferente para modular la respuesta de interferén, regulando con diferente
intensidad diferentes genes involucrados en el establecimiento del estado antiviral intracelular.
Los virus serotipo 2 indujeron niveles de expresion mas altos que los virus serotipo 1.

Dr. C. Ana Maria Rivas Estilla
Firma del Asesor
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El 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 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 complicacion 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 sitlan a este padecimiento como un serio problema reemergente

a nivel mundial.®

El agente etiolégico 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 patoloégico al infectar al hospedero

humano.?

Los mecanismos moleculares implicitos en la fisiopatogenia de Ia
enfermedad producida por este virus aun se desconocen ampliamente. Por
lo que numerosos grupos de investigacion se han dado a la tarea da abordar
diferentes aspectos del ciclo de replicacion viral y su relacién con las
alteraciones metabdlicas a nivel celular y su relacion con la presentacion
clinica que va desde el espectro asintomatico hasta el dengue

hemorragico.??
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1.1. Epidemiologia

Los reportes mas antiguos de una enfermedad similar al dengue provienen
de China (265-420 D.C.).*® El primer brote epidémico reportado ocurrié entre
1799 y 1780 simultaneamente 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 ocasionada por un espiritu maligno.® La
primera descripcidon del cuadro sintomatico fue realizada por 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.’

"
10

1970-1979 |5, -

Number of reported DENV types
S
2 3 4

1

TRENDS in Microbiclagy

Figura 1. Aumento en los casos de infecciones con el virus del dengue
a nivel mundial de 1943 a 2013.
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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 elevacion 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 (Figura 1),
aunque se le sigue considerando un padecimiento de zonas tropicales vy
subtropicales.® Fendmenos naturales como ‘el Nifio’ 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.
9,10

1 000 000 - W

925,896
900 000 L
160

800 000 -

w
§ 700 000 | 150 9
O o]
O 600000, =
[0) 140 P
ko) o)
o 5000001 479,848 o
QE) 400 000 |_ 4 QE)
«D \D
Z  300000] 295,554 120 -

200 000 |

2,174 10
100000
908 15,497
04 : = % +0
1955-1959 1960-1969 1970-1979 1980-1989 1990-1999 2000-2007
ANo

Figura 2. Estadistica comparativa de los casos reportados de dengue a nivel mundial en el

periodo comprendido entre los anos 1955 - 2007.10

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
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infecciones nuevas y aproximadamente 2.5 billones de personas habitan en

paises endémicos.'? 12

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 economica y social para los sistemas de salud publica en las
zonas endémicas. EI numero de casos anuales reportados a la OMS
variaron de 0.4 a 1.3 millones en la década de 1996 a 2005.%"° Los casos no
reportados y los malos diagndsticos son los mayores obstaculos a superar

para conocer el panorama mundial real.’® (Figura 2)

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, Ameérica Latina ha experimentado un aumento inusitado de casos de

dengue y dengue hemorragico.?

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.°

El numero de casos en América se ha incrementado de 267 mil en 2003 a
mas de 550 mil en 2006 (Tabla 1). La mayor proporcion correspondio 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.®

4
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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 el 2007, 25,811

correspondieron a casos hemorragicos.?

México es un pais endémico con brotes re-emergentes, donde se ha
reportado la presencia de los cuatro serotipos virales circulando
simultaneamente desde el afno 2004. El serotipo DENV-1 se detecté en
Centroamérica y Yucatan en el afo 2002, pero desde 1994 no se le habia
relacionado con brotes epidémicos.' '® El serotipo DENV-2 se detectd 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, Tamaulipas, Hidalgo y Coahuila."® ' E
serotipo DENV-3 se dej6 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 disminuyd."> ' (Tabla 2)

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."7

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 region sur-
sureste, Pacifico y Golfo de México.®'® En esas regiones, la transmisién es
atribuible a factores tales como la circulacién viral, presencia y abundancia
del vector, migracion, densidad poblacional, intensificacion de los fendmenos

hidrometeoroldgicos y otros factores especificos que involucran la operacién
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del Programa de Prevencion de la transmisién de la enfermedad a cargo de

la Secretaria de Salud en los estados.® 1% 1!

El dengue reingresé a finales de los afios setenta a México y se extendié 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. &8

Para el periodo 2001-2007 se observo una tendencia anual ascendente, en
la que estados como Veracruz, Chiapas, Quintana Roo, Tamaulipas, 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.'® ElI comportamiento
de la transmision 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. & 181920

1.2. Mecanismos de transmision

El principal mecanismo de transmision del DENV es a través de la picadura
de mosquitos. Los vectores mas comunes para el virus del dengue son los
mosquitos hematofagos Aedes aegypti y Aedes albopictus.?! Estas especies
se han 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 alimentacion 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

infeccidn entre 24 y 36 horas post-inoculacion inicial. 2
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Existen reportes de un ciclo de transmision enzodtico del virus del dengue en
bosques y selvas de Asia y Africa que involucra a primates inferiores como
hospederos. ® Sin embargo, el ciclo de transmisién mas importante es el
urbano o epidémico. El humano es el hospedero de excelencia debido a la
alta viremia sistémica que se produce, eliminando la necesidad de un
hospedero enzodtico para amplificar al virus.® 2* Los mosquitos adquieren el
virus cuando se alimentan de un humano virémico, y pueden transmitir el
virus si pican a otro humano de 8 a 12 dias después de la ingesta inicial.?*
Este periodo se denomina incubacion extrinseca y representa el tiempo en el
cual el virus se replica en las glandulas salivales del vector, el cual
permanece infectado durante el resto de su periodo de vida (15 a 65 dias).
Se ha documentado transmision vertical del virus en mosquitos (transmision
trans-ovarica, TOT), lo cual significa que los mosquitos infectados pueden

pasar el virus a los descendientes jovenes.?® (Figura 3)

Aedes luteocephalus (Oeste de Africa) Aedes aegypti subsp. aegypti (tropico)
Aedes furcifer (Oeste de Africa) Aedes albopictus. (trépico)
Aedes niveus spp. (Sureste de Africa) Aedes polyniensis (Polinesia)

Aedes furcifer (Oeste de Africa) Tor

Aedes albopictus. (Sureste de Africa) ]

1
NI ::
D il
G il
.‘<" . '/§>
Zona de ' &
emergencia 77 “,'ta‘
CICLO SELVATICO AREAS RURALES CICLO HUMANO

Figura 3. Dinamica de transmision del dengue 2

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
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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 aparicion de la

sintomatologia de la fiebre de dengue.?* %

Aunqgue no se ha documentado la transmision directa del virus de persona a
persona, existen reportes de casos originados por donacion y transplante de
érganos y médula dsea?’ lesiones ocasionadas por punzocortantes (agujas)
y contacto con membrana mucosa contaminada.?® 2" 2 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 médico, ocasionados por lesiones con

agujas contaminadas con sangre virémica.?® 3¢

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 riesgo
latente, sumado a que incluso en zonas endémicas en los bancos de sangre
no es comun hacer deteccién 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
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Universidad de Malaya realizé un estudio en el cual demostré que 2.5% de
las parturientas cursaban con una infeccién reciente por dengue, mientras

que la tasa de transmisién vertical en los casos estudiados fue del 1.6%.
1.3. Biologia molecular del DENV

El estudio inicial del dengue implicaba a bacterias, protozoarios y
espiroquetas como posibles agentes causales. Fue hasta 1907 que Asburny
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 afios después la

comunidad cientifica identific6 que la enfermedad podia ser causada por
34,35

cuatro serotipos diferentes.

Figura 4. Estructura de la particula viral del dengue.39‘ 40

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.3"-38




EVALUACION DE LOS PERFILES DE RESPUESTA A INTERFERON INDUCIDOS POR LA INFECCION CON EL VIRUS DEL DENGUE

Dispone de una membrana de naturaleza lipidica, que envuelve
completamente al virion. Fisicamente, el virus es esférico, con un tamano
que varia de 40 a 50 nm de diametro, presentando pequefias proyecciones

superficiales de 5 a 10 nm. 3 (Figura 4)

5'UTR

NS1 T 2A 28 [ NS3T 4A 4B | NS5

~
\\\
NS4 NS5 "~

|ai B |

envoltura polimerasa

helicasa

Figura 5. Estructura del genoma viral del dengue y sus productos proteicos. 38,39

El genoma del viridn tiene un tamano de aproximadamente 11 Kb 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. 3%3°
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El ORF codifica para una unica poliproteina, la cual sufre diversos procesos
de corte para generar proteinas virales individuales.?* Las tres proteinas
estructurales (C, M y E) estan localizadas en el extremo amino terminal,
mientras que las proteinas no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A,
NS4B, NS5) se encuentran contenidas en el extremo carboxilo de la

poliproteina.>**! (Figura 5)

El genoma de RNA del DENV y de todos los Flavivirus, tiene por
caracteristica presentar un cap (casquete o capuchdn) de guanina
(m7GpppAmp) en su extremo 5' y carecer de un tracto poliadenilado en su
extremo 3'.*? Presenta ademas un marco de lectura abierto que varia en
tamafno de acuerdo con cada serotipo del virus, incluso entre serotipos

homélogos.** 43

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 durante el ciclo de replicacion.** (Tabla 3)
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PROTEINA FUNCION REFS
Core (C) Entrada y ensamble de nuevos viriones. 44,45
Proteina asociada
Entrada y ensamble de nuevos viriones. 44,45
a membrana (prM)
Envoltura (E) Entrada y ensamble de nuevos viriones. 44,45
Glicoproteina relacionada con la replicacion del
RNA viral. Parece asociarse con las proteinas de
NS1 la célula hospedero y puede encontrarse en 46, 47, 48
balsas lipidicas en la superficie celular. Actividad
de transduccién de sefiales.
Une el complejo de replicacion viral al reticulo
45, 47
NS2A endoplasmico. Coordinacién entre
empaquetamiento y replicacion del RNA.
NS2B Cofactor de NS3. 45, 50
Serin-proteasa viral que usa a NS2B como
NS3 45, 52
cofactor. Actividad de trifosfatasa y RNA helicasa.
Anclaje del complejo de replicacién viral a la
NS4A 49, 52
membrana del reticulo endoplasmico.
Anclaje del complejo de replicacién viral a la
45, 53, 54
NS4B membrana del reticulo endoplasmico. Elemento
de inhibicién de la sefalizacion de IFN.
Metiltransferasa. RNA dependiente RNA
NS5 45, 55, 56

polimerasa viral. (RdRp)

Tabla 3. Funciones de las diez proteinas codificadas por el virus del dengue.
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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.>®
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Figura 6. Ciclo de replicacién del virus del dengue.

Las réplicas de genoma viral son encapsidadas por la proteina C y luego, las
nucleocapsides adquieren su envoltura a partir de la membrana del reticulo
endoplasmico hacia el espacio luminal.3* 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 vy,
finalmente, los viriones son liberados al medio extracelular por fusion de la

vesicula de transporte con la membrana plasmatica.®! (Figura 6)
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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 seroldgicas.®?> A nivel gendmico,
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 infeccién
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-
3.5 Sin embargo no es regla, puesto que en México en 1984, Puerto Rico
en 1986 y El Salvador en 1989 se diagnosticaron pacientes complicados con
el serotipo DENV-4. &

En general, los casos complicados se presentan con mayor frecuencia en
dos grupos de pacientes inmunolégicamente definidos: nifios que han sufrido
una reinfeccion y nifos que portan anticuerpos maternos contra el virus del
dengue. Actualmente se desconoce el mecanismo o los factores que influyen

para que un paciente evolucione hacia una fase critica.%

Actualmente el analisis del genoma de los serotipos virales ha sido la pieza
central de los estudios en la evolucion 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.5® ®°
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Figura 7. Distribucion geografica de los distintos genotipos

del dengue a nivel mundial. 63

Los genotipos se han definido dependiendo de la regiéon geografica que
ocupan: americano, asiatico/americano, asiatico |, asiatico Il y cosmopolita.
(Figura 7) Sumado a esto se ha reportado que la posibilidad de la
sustitucion del genotipo viral circulante en una poblacion por uno distinto

pudiera ser la causa de los brotes epidémicos reemergentes. & %°

1.4. Historia clinica de la enfermedad

La infeccidén por dengue es una enfermedad sistémica y dinamica. Tiene un
amplio espectro clinico que incluye manifestaciones severas y no- severas:
Después del periodo de incubacion intrinseco la enfermedad comienza
repentinamente y es seguida por tres fases: febril, clinica y de recuperacion.
"% (Figura 8)
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Figura 8. Manifestaciones clinicas del dengue.64

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 acompafia de enrojecimiento facial, eritema, dolor
corporal generalizado, mialgia, artralgia y cefalea. Algunos pacientes pueden
presentar irritacion en garganta, faringe irritada, anorexia, nausea y vémito."
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 diagndstico 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. '%

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 reduccion progresiva en el numero de
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leucocitos, lo cual eleva las probabilidades de que el paciente tenga dengue.
10, 67

Durante el tiempo de defervescencia, cuando la temperatura disminuye a
37.5 - 38.0 °C o0 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
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
diagndstico. El incremento del hematocrito a menudo refleja la severidad de

la fuga de plasma.'® %8

Cuando el volumen de plasma perdido es critico puede ocurrir choque de
dengue. A menudo se antecede por sefales de alarma como temperatura
corporal subnormal. La hipoperfusion organica resulta en dafo progresivo,
acidosis metabdlica y coagulacién intravascular diseminada, que se ven
reflejados en un cuadro hemorragico severo y una disminuciéon 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
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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. EI hematocrito se estabiliza o se disminuye ligeramente por efecto

del fluido reabsorbido."

Sin embargo no todos los pacientes progresan con buen prondstico hacia la
fase de recuperacion. La aparicion de fuga de plasma, choque, acumulacién
de fluidos con o sin afeccion respiratoria, hemorragias severas y/o dano
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 sistélica normal, ocasiona taquicardia y vasoconstriccion

periférica con perfusion epitelial reducida. ' "

Pacientes con dengue severo pueden tener anormalidades en la coagulacion,
pero no son suficientes por si solas para causar hemorragias masivas.'® ¢
Cuando no se presenta el cuadro hemorragico generalmente se asocia el
cuadro con choque profundo, ya que en combinacion con la trombocitopenia,
hipoxia y acidosis puede ocasionarse falla organica multiple y coagulacién

intravascular diseminada avanzada.
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Figura 9. Historia clinica del dengue. 10

El sangrado masivo puede ocurrir en pacientes tratados con acido
acetilsalicilico, ibuprofeno o corticosteroides.'® % Las manifestaciones
inusuales, incluyendo la falla hepatica aguda y 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. '™ (Figura 9)
1.5. Diagnéstico diferencial

El diagndstico eficiente y preciso del dengue es una necesidad primaria en el

ambito clinico. La deteccion temprana de casos, la confirmacion y el
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diagnodstico 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 diseminacién de la
enfermedad, control de brotes epidémicos, estudios académicos, asi como

para el desarrollo de vacunas y disefio de protocolos clinicos.”

ey
e
N e
METODOS DIRECTOS METODOS INDIRECTOS

3¢ § Ia N ?

% z& B
Aislamiento| | Deteccién Deteccién Serologia Serologia
viral gendémica de NS1 IgM 1gG

R O R
CONF!A_>

Figura 10. Esquema comparativo de los diferentes

métodos de diagndstico del dengue.10

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 10)

Los métodos directos mas empleados son el aislamiento viral, deteccién del

genoma viral y de la proteina NS1. '® '? Los métodos indirectos que se
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emplean normalmente son serologicos y se basan en detecciones de
IgG/IgM. La técnica a utilizar es dependiente del tiempo en el cual se
requiere hacer la deteccién 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. ' 2

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 confirmacién de casos.'® 8 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 y tipificacion del
RNA viral en un rango de 24 a 48 horas, pero requiere equipo y reactivos

74, 75, 76

especializados y caros. En ambos casos, se requiere también de

personal con experiencia en la técnica y el establecimiento de protocolos de

control de calidad para evitar contaminacion y resultados falsos. 7" 8

En la actualidad el uso de estuches comerciales para la deteccion de la
proteina NS1 (como el NS1 Ag Dengue Platelia de Bio-Rad) 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 aparicién de anticuerpos especificos,
permitiendo el empleo de métodos seroldgicos para diagnosticar la

infeccion.%®

Para las técnicas serologicas 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
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degradacion de los anticuerpos, aunque estos son estables a temperatura

ambiente. 1% 8

Cuando la infeccidén por dengue ocurre en un paciente que no habia sido
previamente inmunizado con un Flavivirus 0 con una vacuna contra alguno
de ellos, se desarrolla una repuesta inmune primaria caracterizada por un

aumento lento en la concentracién de anticuerpos especificos.'® 82

Los anticuerpos de tipo 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 5 y 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.'® ®’

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.®® Durante una
infeccion 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. Una
infeccion se califica como secundaria cuando los titulos de IgG son al menos

45 veces mas altos que los de IgM antiDENV.3* 8
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Diagnostic Tle:;:o Tle:;so
. ode para . P Infraestructura
Método . L . obtencidé Espécimen colecta X Costo
infeccién y equipo
aquda n del de
9 resultado muestra*
Laboratorio
BSL-2/BSL-3,
cuarto de
. . cultivo, lineas
Aislamiento
viral y 1-2 Sangre celulares
. Confirmado completa, 1-5 dias permisibles, $$%
serotipifica- semanas " : .
Y suero, tejido microscopio de
cién .
fluorescencia,
equipos para
biologia
molecular
Deteccion Tejidos, sangre Laboratorio
del Confirmado 1-2 dias completa, 1-5 dias BSL-2 y €quipo $$%
genoma para biologia
. suero, plasma
viral molecular
Deteccion No Equipo para
de NS1 deter;mnad 1 dia Suero 1-6 dias ELISA $$
Deteccion Tejido para Equipo para
O Confirmado > 1 dia inmunohisto- No aplica Quipo pe $$%
antigénica P histologia
quimica
Pyr Equipo para
IgM ELISA 1-2 dias Suero, plasma, ELISA
Probable sangre > 5 dias No se requi $
- quiere
Test rapido 30 completa infraestructura
IgM minutos L
adicional
1gG con Fase Equipo para
sueros aguda: 1- quIpo p
L ELISA
pareados 7 di Suero, plasma, 5 dias;
—— ) jaso
Inhibicion Confirmado R sangre Fase $
mas .
de la completa convales- Laboratorio
hemagluti- ciente: > BSL-2
nacion 15 dias

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

Tabla 4. Comparacién de las técnicas para diagnéstico del dengue mas usadas."®

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

analisis retrospectivos.®®
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El método de diagndstico 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 pensar.

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.?” &

1.6. Tratamiento

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

hospital es dependiente de la presencia de sefales de alarma.

No se deben administrar antiinflamatorios no esteroideos (AINES) para no
elevar las probabilidades de evolucion hacia cuadros hemorragicos. Durante
la fase de recuperacion la restitucion de liquidos debe detenerse para
prevenir la sobrecarga de fluidos. 8% %% ®! E| tratamiento a seguir definido por
la SSA dependiendo del caso de dengue que presente el paciente se

muestra en la Tabla 5.""
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Forma clinica
de la infeccion Tratamiento
por DENV

Hidratacion oral; Acetaminofen 10-15 mg/ 6 horas. Evitar AINES. Informar al
Fiebre de dengue 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 hemoconcentracion. Vigilar
Pacientes con . . . .
sangrados mayores: Hematemesis, hematoquesia, melena. Vigilar signos de
fiebre y petequias . . . . . o
fuga capilar, ascitis o hidrotérax por clinica, ultrasonido o rayos x. Vigilar la

aparicion de sefales de alarma.

Infusiones intravenosas con soluciones cristaloides. Monitoreo clinico cada hora
Pacientes con y de laboratorio cada 8. Vigilar cianosis (oxigenoterapia). Vigilar aparicién de
sefiales de alarma signos preliminares de choque (estrechamiento de la presion y pulso).

Consideracion de peligro inminente de choque para tratamiento precoz.

Canalizacion de venas. Infusiones intravenosas con soluciones cristaloides.

. . Oxigenoterapia. Vigilar hematemesis y hemorragia pulmonar. Si fuese necesario,
Pacientes con signos i y . . = i }
de ch transfundir plaquetas o sangre recién extraida. Vigilar dificultad respiratoria.
e choque y . . L .
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. "

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 diagnodstico 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 aproximacion 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 erradicacion de reservorios de agua. %2
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El dengue es una prioridad de salud publica nacional, debido a los efectos
sociales y economicos inmediatos que puede ocasionar, por los dafos a la
salud en grandes grupos de poblacion expuesta y, entre otras razones, por
el exceso en la demanda de consulta y los costos de atencidn que conlleva
la prestacion de los servicios para las instituciones, las familias y la

comunidad.

La proteccién ante los riesgos de transmisién en la poblacién 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.® %2

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 del

Sector Salud.®

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 detectan y reconocen rezagos para

su incorporacion efectiva a las acciones de lucha contra el dengue. &'

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 poblacion abierta, brindan atencidon meédica al resto de la
poblacion y solo una proporcion menor se atiende en instituciones privadas;

a pesar de ello, los servicios de la Secretaria de Salud en los estados, son
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los que reciben la mayor demanda de consultas y hospitalizacion por

dengue.®
1.7. Profilaxis

No hay vacuna que proteja totalmente contra el dengue. Sin embargo, se
han registrado grandes progresos en ese sentido, tanto contra el dengue
como el dengue grave. Se estan elaborando tres vacunas vivas atenuadas
tetravalentes que se encuentran en fase Il y fase lll de los ensayos clinicos,
y hay varias vacunas candidatas (basadas en plataformas de subunidades,
ADN vy virus inactivado purificado) en etapas mas tempranas de la

investigacion clinica.

La OMS brinda asistencia técnica y orientacion a los paises y asociados
privados para apoyar las investigaciones y evaluaciones en torno a una
vacuna. Varias vacunas candidatas se encuentran en ensayos de diversas

fases. (Tabla 6)% 949

En la actualidad, el unico método para controlar o prevenir la transmision del

virus del dengue consiste en luchar contra los mosquitos vectores'®’:

* Evitar que los mosquitos encuentren lugares donde depositar sus
huevecillos aplicando el ordenamiento y la modificacion del medio
ambiente.

* Eliminar correctamente los desechos solidos y los posibles habitats
artificiales.

e Cubrir, vaciar y limpiar cada semana los recipientes donde se
almacena agua para uso domestico.

* Aplicar insecticidas adecuados a los recipientes en que se almacena

agua a la intemperie.
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COMPANIA DE FASE )
. DESCRIPCION REF
DESARROLLO CLINICA
A la fecha realiza multiples pruebas Fase 3 para su vacuna tetravalente 95 97
Sanofi Pasteur 3 quimérica viva atenuada, desarrollada empleando el esqueleto del virus 98
de la fiebre amarilla en Australia y varios paises de Asia y América latina.
Centro d Completaron una evaluaciéon fase 1 ‘proof of concept’ para su vacuna
entro de
o plasmidica de DNA contra DENV1. 5 de los 12 recipientes de la vacuna
Investigacion 95 98
1 de dosis alta desarrollaron anticuerpos neutralizantes contra DENV1. Se
Médico- Naval 99
(USA) encuentra en proceso de reformulacién con un nuevo adyuvante
T (Vaxfectina)

Institutos Evaluaron diferentes vacunas monovalentes candidatas para seleccionar
Nacionales de 1 aquellas con los mejores perfiles de seguridad e inmunogenicidad. TV003, 95 98
Salud (NIH, la vacuna tetravalente elegida para continuar la evaluacién, comenzara su 99

US.A) fase 2 en niflos y adultos en zonas endémicas de Tailandia.
Se encuentran evaluando su vacuna tetravalente viva atenuada
Biological E (India) | Preclinica . . o . . 95 98
(licenciada por NIH) para definir su estrategia de desarrollo clinico.
Han producido lotes de su vacuna tetravalente viva atenuada (licenciada
por NIH). Han recibido aprobacion para comenzar evaluacion en fase 2 de 95 98
Butantan (Brasil) 2
su producto en poblacion general no expuesta a flavivirus y en adultos 100
expuestos a flavivirus.
Han producido diferentes lotes de su vacuna tetravalente viva atenuada
Panacea Biotech . . . . -
(India) Preclinica | (licenciada por NIH) y completado estudios de estabilidad para su 95 98
ndia
formulacién.
Comenzé con la produccion de lotes de semilla monovalente para la
Vabiotech generacion de una vacuna tetravalente viva atenuada (licenciada por
) Preclinica . 95 98
(Vietnam) NIH). Cuando sus lotes pasen pruebas de seguridad, formularan la vacuna.
Actualmente se encuentran desarrollando su plan de estudios clinicos.
. Comenzé con pruebas clinicas de fase 2 en Puerto Rico, Colombia,
Inviragen 95 98
. Singapur y Tailandia para su vacuna tetravalente viva atenuada. Aunado
(Adquirido por 2 101
a esto, se encuentran estudiando estrategias rapidas de inmunizacion y
TAKEDA) 102
administracion de la vacuna sin necesidad de agujas.
Han completado una prueba fase 1 ‘proof of concept’ de la vacuna con 95 98
Merck 1 subunidades proteicas recombinantes que usa alumina como adyuvante, 103
erc
desarrollada en Hawaii Biotech. Estan llevando a cabo una prueba fase 1 104
de la vacuna tetravalente con ISCOM como adyuvante en Australia.
Pruebas fase 1 ‘proof of concept’ de una vacuna purificada inactivada,
originalmente desarrollada por el instituto Walter Reed Army for Medical 95 98
Glaxosmithkline 1 Research (U.S.A.) y evaluando nuevas vias de administracion (fase 1). 105
Convenio de investigacion para desarrollar esta vacuna en conjunto con la 106

Fundacién Oswaldo Cruz en Brasil.

Tabla 6. Fases de desarrollo de multiples vacunas contra el dengue.95
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» Utilizar proteccion personal en el hogar, como mosquiteros en las
ventanas, usar ropa de manga larga, materiales tratados con
insecticidas, espirales y vaporizadores.

* Mejorar la participacion y movilizacion comunitarias para lograr el
control constante del vector.

* Durante los brotes epidémicos, las medidas de lucha antivectorial de
emergencia pueden incluir la aplicacidn de insecticidas mediante el
rociamiento.

* Se debe vigilar activamente los vectores para determinar la eficacia

de las medidas de control. %7

1.8. Busqueda de posibles blancos terapéuticos a nivel de

investigacion

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.

Como se ha hecho con otros virus como el VIH-1 o el VHC, la base para
estos estudios es el analisis de los genes tanto virales como del hospedero
que participan en el proceso, su sub-expresién, 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 infeccion. 198 109. 110

A nivel mundial se han realizado numerosas investigaciones destinadas a la

comprension de los procesos moleculares de replicacion del RNA del virus
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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 viral se han identificado varios puntos que
pudieran servir como objeto de estudio y resultar en potenciales tratamientos
antivirales, entre ellos: Inhibidores de la sintesis de RNA, de la proteasa y de
la fusion de membranas; maduracion: inhibidores de a-glucosidasa,
inhibicidn 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 interaccidon de la particula viral con

su receptor hasta la liberacion de los viriones nuevos.

El numero de casos complicados de dengue continua aumentando en las
areas endémicas a nivel mundial, 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 infeccién e

inmunizacion a la fecha ha sido dificil de reproducir. '

Aunqgue la vacuna se encuentra bajo investigacion y aunque los resultados
parecen ser prometedores y muy avanzados en los ultimos cinco anos,
todavia tomara tiempo obtener profilaxis efectiva contra los cuatro serotipos

virales que sea asequible y que provea proteccion a largo plazo.'"® 116117

La OMS por su parte brinda asistencia técnica y orientacion a los paises y

asociados privados para apoyar las investigaciones y evaluaciones en torno

a una vacuna realizando y promoviendo tareas como:
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* Apoyo técnico y orientacion a los paises y para el control eficaz de las
epidemias de dengue;

* Apoya a los paises para que confirmen los brotes por medio de la red
de laboratorios colaboradores;

* Ayuda a los paises a mejorar sus sistemas de notificacion y a
determinar la vedadera carga de morbilidad del dengue;

* Junto con algunos de sus centros colaboradores ofrece capacitacion
sobre el tratamiento clinico, el diagndstico y la lucha antivectorial en el
plano regional;

* Formula estrategias y politicas basadas en datos cientificos;

* Apoya la elaboracion de instrumentos nuevos como productos
insecticidas y la tecnologia para su aplicacion;

* Reune los registros oficiales de dengue y dengue grave de mas de
100 paises miembros;

* Publica periédicamente directrices y manuales para la prevencion y el

control del dengue que distribuye a los Estados Miembros.'®
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CAPITULOII
ANTECEDENTES

€ X8 »

2.1 Antecedentes directos

En nuestro grupo de estudio se realiz6é 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 donacién sanguinea, lo cual podria

representar un alto riesgo de contraer la infeccién para los pacientes. '8

Por otra parte, en un estudio seroepidemioldgico del Virus del oeste del Nilo
y virus del Dengue a finales del 2009, nuestro grupo de investigacion
demostré que el VON y el DENV conviven en el norte del pais (evidencia
seroldgica de anticuerpos). También se encontré que un alto porcentaje de
la poblacién ha estado expuesto al DENV ya que en la poblacion estudiada
del 58 al 67 % de los individuos presentaron evidencia de exposicidon previa
al DENV. Mediante pruebas especificas (pruebas de PRNT) se evidencio
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 razon de la ausencia de
casos anuales del VON en humanos en el Noreste de México es que una
gran proporcion de la poblacién estudiada ha sido infectada con el DENV y
por lo tanto son resistentes o0 menos susceptibles a padecer una infeccidon

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. 120 121: 122

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, como podria modificarse o bloquearse
este ciclo, etc., haciendo énfasis en los mecanismos de evasion de la
respuesta de interferon tipo | para posteriormente evaluar diversas
posibilidades que impliquen “moléculas o proteinas” imprescindibles en los
procesos de infeccion y replicacion para identificar probables blancos

terapéuticos contra este virus.

2.2. Patogénesis de la variabilidad en la presentacion clinica del dengue

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

del cuadro clinico.'®®

Los trabajos publicados sefialan que la severidad en el cuadro clinico de
dengue parece estar relacionada a la intensidad de la respuesta de
interferén, sirviendo incluso como factor predictivo'?®. En los pacientes que

cursan con cuadros severos de dengue, el cuadro sintomatico parece estar
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ligado a la presencia de una tormenta de citocinas, entre ellas los

interferones'?’.

2.3. Interferén

Los interferones (IFN) son proteinas producidas por el sistema inmune como
respuesta a la presencia de patdgenos externos, especialmente frente a
infecciones virales.'®® Se trata de glicoproteinas de la clase de las citocinas
que tienen la capacidad de interferir (de ahi el origen de su nombre) con la
replicacion viral en células infectadas. Fueron descritos en 1954 por Yasuichi
Nagano y Yasuhiko Kojima, aunque fue hasta 1957 que Alick Isaacs y Jean
Lindenmann acufiaron el término ‘interferon’.'® '3 Se han descrito diez
diferentes tipos de IFN en mamiferos, los cuales se han dividido en tres

clases o tipos:

Existen tres clases de interferon:

a) Interferéon tipo |. Esta clase esta compuesta por 14 diferentes
isoformas del IFN-a e isoformas individuales IFN-B, IFN-¢, IFN-w e
IFN-k. Todos los IFN tipo | se unen a un receptor de membrana
conocido como receptor IFN-a/f (IFNAR), el cual es un heterodimero
formado por dos cadenas (IFNAR1 e IFNAR2)."®*' En general los IFN
tipo | se producen como respuesta a infecciones virales y son
secretados por fibroblastos, monocitos, macréfagos, Linfocitos T, B,
células NK y células endoteliales. La produccién de IFN tipo | se

bloquea por efecto de IL-10."32

b) Interferén tipo Il. Constituida por el IFN y. Se le conoce como
interferén inmune y se activa por IL-12."*2 E| IFN tipo Il es secretado
por fibroblastos, linfocitos T activados: T auxiliares (T helper) tipo 1y
bloquean a su vez la proliferacion de células T auxiliares tipo 2,

inhibiendo la respuesta inmune Th2 y promoviendo la respuesta Th1.
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Los IFN tipo Il se unen al receptor IFNGR, el cual consiste en un
heterodimero formado por dos cadenas (IFNGR1 e IFNGR2).13?

c) Interferén tipo lll. Tres isoformas del IFN-A: IFN-A1, IFN-A2 e IFN-A3.
No se encuentra estructuralmente relacionado al IFN tipo 1.13* Estos

interferones sefializan via un complejo de receptores formados por
IL10R2 (CRF2-4) e IFNLR1 (CRF2-12).13

Los interferones acttan como agentes antivirales, antitumorales
(antiproliferativos), moduladores del Complejo Mayor de Histocompatibilidad
(MHC) vy de la actividad del proteosoma, factores de activacion de células
inmunes, moduladores del reconocimiento antigénico en linfocitos T vy
principalmente como factores en procesos de transduccion de senal vy

activadores transcripcionales.'3 136137

2.4. Respuesta de interferén e induccion del estado antiviral

El interferon se produce como respuesta a la presencia de patdgenos y sus
metabolitos o productos.’® Las células infectadas por virus deben montar
una respuesta de interferén efectiva para poder contrarrestar y eliminar al
patdgeno infectante, ocasionando el encendido de los genes de respuesta

antiviral.'3®

Los interferones clase | son parte de nuestra primera linea de defensa contra
infecciones virales. Cuando un virus se internaliza a una célula (sin importar
si lo hace por interaccion con receptor, endocitosis o cualquier otro
mecanismo), la replicacion inicia en el momento que el genoma viral se
encuentra libre en citoplasma.’® Las helicasas RIG-1 detectan el RNA
externo y activan a la proteina TBK-1, la cual a su vez fosforila a los factores
reguladores de interferon IRF-3 e IRF-7. EI complejo TBK-1/IRF-3 se

trasloca al nucleo celular, para activar la produccion de interferéon. La célula
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infectada ademas de liberar nuevos viriones, secreta IFN a las células

vecinas para comunicar la presencia de la infeccion viral.”*® (Figura 11)
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Figura 11. Mecanismo de induccion de interferdén e induccion del estado antiviral."*

El interferon liberado por la célula infectada interactia con su receptor
(IFNAR 1 y 2) en las células vecinas, el cual es parte de la via de
sefalizacion JAK-STAT. La activacion del receptor fosforila a las proteinas
Jak-1 y Tyk-2, las que a su vez fosforilan a STAT-1 y STAT-2. STAT-1y
STAT-2 fosforilados tienen la capacidad de dimerizar y generar un complejo
con IRF-9 denominado ISGF-3, el cual se trasloca al nucleo para interactuar
con una secuencia en el DNA gendmico denominada ISRE (elemento de
respuesta a interferén), el cual es un elemento en cis que forma parte del
promotor de los ISG (genes estimulados por interferén), los cuales codifican
para una familia de mas de 100 proteinas efectoras con diferentes

actividades antivirales'**14%14! (Tabla 7).
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ISG NOMBRE FUNCION REFS

Modula la degradacién del RNA
OAS1 2’-5'- oligoadenilato sintasa 142
viral, activando la RNasa L.

GTPasa relacionada con la

MX1 Proteina Mx1 de unién a GTP
transcripcién viral por formacion 142 143
(MX A) inducida por interferén .
de oligébmeros
Adenosina desaminasa especifica | Induce mutaciones en el RNA
ADAR 142 143
de RNA de doble cadena viral, suprime PKR.
EIF2AK2 Induce la inhibicion de la sintesis
Proteinquinasa R 144
(PKR) proteica viral, marcando a EIF2A.
Bloquea la liberacion de viriones
BST2 Teterina 145 146
nuevos
IFIH1 Proteina 5 asociada a Deteccion de RNA viral, activacion 147
(MDAS5) diferenciacion de melanoma de IRFs

Induccion directa de IFN y
IRF1 Factor regulador de interferon 1 143 148 149
activacion de ISG

Induccion directa de IFN y
IRF7 Factor regulador de interferon 7 143 150 151
activacion de ISG

DDX58 Gen 1 inducible por acido Deteccion de RNA viral, activacion 147 152
(RIG-1) retinoico de IRFs
Proteina transmembrana 1 Desconocido, posiblemente marca
IFITM 1 153
inducida por interferon la via endocitica

Altera las balsas lipidicas,

RSAD2 Viperina promueve sefalizacion por TLR 154 155
7/9

Proteina estimulada por interferén
1SG20 Actividad de exonucleasa 156

de 20 KDa

Tabla 7. Ejemplos de algunos genes estimulados por interferén (ISG) y su funcion.'!

2.5. Mecanismos de evasion de la respuesta antiviral

Para poder llevar a cabo un ciclo de replicacion exitoso, los virus presentan
diferentes mecanismos para evadir la respuesta antiviral innata estimulada
por la produccion de interferon. Los mecanismos existentes son muy

variados y van desde la sintesis de receptores de IFN no funcionales
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(sefuelos), interrupcion en la transduccidon de senales y disrupcion de vias
de sefalizacion, bloqueo de la produccion de interferon e incluso la sintesis

de moléculas inhibidoras o antagonistas de los ISG'’ (Tabla 8).

MECANISMO EJEMPLOS

Inhibicion de
IFN por union a
* Poxvirus: Codifican receptores sefiuelo inactivos para IFN tipo | y tipo Il.
receptores

falsos (sefiuelo)

* Papilomavirus humano: Codifica la proteina E6 que se una a IRF-3, bloqueando la

Inhibicion de la produccion de IFN.

produccionde | , yepatitis C (HCV): Bloguea la activacion de IRF-3 inhibiendo MAVS.

IFN « Virus del oeste del Nilo (WNV): Bloguea la activacion de IRF-3.

* Adenovirus: E1A reduce los niveles de STAT-1y p48.
* Ebola: Bloquea la sefializacion de IFN por mecanismo desconocido.

» Citomegalovirus humano (CMV): Reduce los niveles de Jak-1y p48.
Inhibicion de la

via JAK-STAT

* Herpes virus (HPV): La proteina E7 se une a p48.
* Virus de la encefalitis japonesa (JEV): NS5 previene la fosforilacion de Tyk-2 y
STAT-1.

* Virus de la fiebre amarilla (YF): NS4B previene la activacion de STAT-1.

Inhibicién de * Virus de la hepatitis B (HBV): La proteina de la capside inhibe la expresion del gen

enzimas MXxA.
antivirales * Virus de la encefalomiocarditis: Induce un inhibidor de RNasa L.
inducidas por | « Virus Herpes Simplex: Codifica antagonistas de la 2’5’ OAS.
IFN

Tabla 8. Mecanismos de evasién de la respuesta de IFN que presentan algunos virus
(Adaptado de Umareddy, 2007)."*7-1€3

2.6. Dengue e interferén

Se ha descrito que la infeccion con el DENV, de forma similar a otros
flavivirus, tiene la capacidad de modular la respuesta de interferéon en las
células hospederas."®® La figura 12 muestra el mecanismo general mediante

el cual de forma simultanea a la replicacion viral, la induccion de interferon y
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por consecuencia de la activacidon del estado antiviral intracelular, se ve

reducida por accion del DENV.

vAv vAvy
4/ » </ >
Sla . A
¥ Internalizacién M Liberacion
DENV de viriones
Replicacion vAy \\ K vig
. < Replicacion R
viral g 3 s A p/AVA o
v Liberacién de viral A wAy

vAv vAg viriones vAy vAY vAy O
}VA )vA ‘V‘ )vi

Deteccion de dsRNA

—
A>ce = @Lcars

sefializacion

Produccion y
liberacién de
IFN |

CELULA HOSPEDERA 1 CELULA HOSPEDERA 2

Figura 12. Mecanismo general de la evasion de la respuesta de IFN que presenta el virus

del dengue.

Jones y colaboradores reportaron que el DENV puede inhibir la sefalizacion
de IFNa reduciendo la expresion de STAT-2. Transfectaron lineas celulares
con replicones subgendmicos de dengue y observaron una disminucion en la
expresion de genes inducidos por IFN, describiendo especificamente el

efecto sobre la disminucion en la abundancia de STAT-2 y STAT-2P."%¢

A nivel intracelular, se ha definido que el DENV reduce la respuesta de
interferon como consecuencia de la interaccion de algunas proteinas no

estructurales con elementos de la sefializacion por JAK-STAT (Figura 13)"":

1. Modulacién negativa en la fosforilaciéon de STAT-1. Por actividad de
NS2A/NS4A/NS4B '

2. Bloqueo de la fosforilacién de Tyk2.169170
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3. Reduccion en la produccion de interferon mediada por la proteasa
NS2B-3."72
4. Reduccion en la abundancia de STAT-2 al unirse con NS5, lo que

ocasiona su ubiquitinacién y degradacion via proteosomal.'”"172

JAK-STAT o

Nucleus

Current Opinion in Microbiology

Figura 13. Actividad de las proteinas no estructurales del DENV sobre la sefalizaciéon JAK-

STAT para modular la respuesta de interferon.®”

Rodriguez-Madoz y colaboradores describieron que el DENV tiene la
capacidad de inhibir la produccion de Interferén tipo | en células dendriticas
humanas y que el efecto podia revertirse con la adicion de IFNB exégeno,'®®
ademas identifico a la proteina no estructural NS2B3 como responsable de
este fenomeno formando parte de un complejo con actividad de proteasa

que tiene como sustrato a STING.'"%173
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STING es una proteina mediadora de la activacion de IRF-3 que interactua
con RIG-1 e IPS-1 pero no con MDA-5, participando en la fosforilacion de
TBK-1 y colocalizando en reticulo endoplasmico. Se ha propuesto a IPS-1
como la proteina responsable del control de la replicacion viral temprana,
pero los resultados de este trabajo parecen indicar que la actividad de IPS-1
pudiese estar mediada por su interaccion con STING, y que la proteasa
NS2A3 del DENV es capaz de impedir dicha unién.""2

Umareddy y colaboradores''* describieron que la modulacién en la
sefalizacion de interferon parece ser independiente del serotipo presente.
Infectaron dos lineas celulares (A549 y HepG2) con dos cepas de DENV2
(NGC y TSVO01) encontrando que inducian interferén tipo | en intensidad
diferente e incluso activaban ISG’s diferentes (EIF2AK2, OAS, ADAR y MX),
evaluando por inmunofluorescencia, western blot y arreglos TagMan de
expresion. El analisis bioquimico reporté que la cepa NGC pero no TSV01
podia suprimir la activacion de STAT-1y STAT-2 en respuestaa IFN | (a 'y B),

pero que ambas cepas no generaban una respuesta diferente a IFN tipo |l
(Y) 174

Adicionalmente compararon 5 aislados obtenidos a partir de pacientes
virémicos (dos DENV-1, dos DENV-2 y un DENV-4) y observaron que dos
aislados suprimian la respuesta de IFN similar al prototipo NGC, pero que
los otros tres no tenian efecto sobre la respuesta de IFN. Estos hallazgos
sugieren que la diferencia en la modulaciéon de la respuesta de IFN parece
ser dependiente de la cepa e independiente del serotipo de DENV

infectante.’

Los virus de RNA son agentes que se encuentran sujetos a una gran presion
selectiva: Al poseer una RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRP)
carente de actividad de correccion, en consecutivos ciclos de replicacion se

van acumulando mutaciones. EI genoma viral debe mantener la secuencia
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original sin cambios mayoritarios para poder completar el ciclo de replicacion

de manera exitosa.

Sin embargo, los cambios en la secuencia de otras regiones pudieran ser
responsables de una mayor o menor capacidad infectiva o replicativa, al
ocasionar cambios de aminoacidos que provean de una mayor O menor
afinidad o actividad a las proteinas virales. Tahkampunya y colaboradores
evaluaron virus obtenidos a partir de sujetos asiaticos infectados. Realizaron
secuenciacion de ellos y mediante un analisis fenotipico, encontraron que los
cambios en la secuencia de bases pudieran estar asociados a la capacidad
de union al receptor de internalizacién, replicacion y modulacion de la

sefalizacion de interferon.'”®

Sumado a la posible capacidad de las cepas para modular a diferentes
magnitudes la respuesta de interferon'®, la variabilidad en el cuadro
sintomatico en los sujetos infectados con DENV parace estar relacionada a
una regulacion selectiva a la alta y a la baja de genes especificos.'’® La falta
de estudios en pacientes asintomaticos limita los datos epidemioldgicos
reales de la enfermedad, siendo de importancia debido a que generalmente

las infecciones primarias son asintomaticas en su mayoria.'’’

A partir de una estrategia de comparacion entre los niveles de anticuerpos
neutralizantes en pacientes asintomaticos y perfiles de expresion por
microarreglos, encontraron que habia una regulacion amplia a la baja de
genes de respuesta a patdégenos (respuesta innata, adaptativa y
metaloproteasas de matriz) al comparar los perfiles de expresion contra

pacientes sintomaticos.

Algunos genes regulados a la baja fueron : TNFa (TNF), IL8, C1S, factor B
(CFB), IL2, IL3, IL4, IL5, IL8, IL9, IL10 e IL13, CD80, CD28, e IL18, MMP8,
MMP10, MMP12, MMP15, MMP16, and MMP24. Algunos genes regulados a
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la alta fueron: RANTES (CCL5), MIP-1a (CCL3L1/CCL3L3), MIP-1B
(CCL4L1), TGFB (TGFB) y TIMP1.17°
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CAPIiTULO I
JUSTIFICACION

X8 »

El dengue es un problema de salud mundial prioritario para todos los
gobiernos de paises afectados. Es importante considerar que el virus con
s6lo 10 genes propios, es capaz de dirigir y utilizar proteinas producidas por
el organismo que infecta para completar su ciclo de replicacion. Desde esta
perspectiva es fundamental entender la relacion existente entre el virus y el

hospedero, para intentar modular a voluntad la replicacion viral.

Actualmente la falta de estudios en pacientes asintomaticos es uno de los
factores limitantes en los reportes de los casos de dengue, generandose un
subreporte del panorama epidemioldgico real a nivel mundial. En la mayoria
de los casos las infecciones primarias son asintomaticas, generandose
inmunidad al serotipo infectante. Esto sumado al desconocimiento del
mecanismo de tropismo celular y el incompleto conocimiento de la cinética

viral, genera un nicho de oportunidad en el area de investigacion biomédica.

El estudio de los genes celulares involucrados en la evasion de la respuesta
inmune celular (repuesta de interferdn tipo 1), permitiria a futuro 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.
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CAPITULO IV
OBJETIVOS

€ X8 »

4.1. Objetivo general

Conocer la contribucién epidemioldgica e impacto del dengue en Nuevo
Ledn, asi como establecer si existe una asociacion entre la patogénesis y la
variabilidad genética de los serotipos 1 y 2 del DENV, mediante la
evaluacion de los perfiles de expresion y respuesta a interferén, en cultivos
celulares infectados con cepas virales aisladas a partir de sujetos mexicanos

virémicos.

4.2. Objetivos especificos

1. Analizar los casos de dengue en el estado de Nuevo Ledn para definir
su impacto sobre el panorama epidemiolégico nacional en el periodo
2008 — 2013.

2. Evaluar la presencia del DENV en una poblacion centinela de
residentes del estado de Nuevo Ledn para identificar casos de
infeccion sin presentacion clinica.

3. Obtener, aislar, caracterizar y cuantificar particulas virales infectivas a
partir de sujetos infectados con el DENV.

4. Evaluar si la infeccion de la linea celular Huh-7 con prototipos del
DENV vy con virus aislados de pacientes puede inducir una
modulacién diferencial de la via de sefializacion del interferén.

5. Evaluar la expresiéon de los genes estimulados por interferéon en el

proceso de infeccion por el DENV.
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CAPITULO V
MATERIALES

€ X8 »

5.1. Lugar de realizacion

Este trabajo se realiz6 en el Laboratorio de Infectologia Molecular del
Departamento de Bioquimica y Medicina Molecular de la Facultad de
Medicina de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledn, asi como en el
Laboratorio de Virologia del Departamento de Infectémica y Patogénesis
Molecular del Centro de Investigaciones y Estudios Avanzados del Instituto
Politécnico Nacional (CINVESTAV), unidad Zacatenco, México D.F.

5.2. Reactivos

Soluciones de uso general
* La limpieza de la zona de trabajo se realizé con solucién 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.

Cultivo celular
* El cultivo de la linea celular C6/36 se realizdé en una campana de flujo
laminar BSL-2 con filtros HEPA (Marca Lumistell; Celaya, Guanajuato,
México). Para dar mantenimiento a la linea celular se empledé medio
de cultivo Leibovitz (L-15), solucion de aminoacidos no esenciales
para medio minimo esencial de Eagle (100X), solucién de antibiético-
antimicético (100X; Penicilina-Estreptomicina-Anfotericina B) y

bicarbonato de sodio al 7.5% esterilizado por membrana, todos de la
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marca In vitro, S.A. (México, D.F.). Para suplementar el medio se
utilizé suero bovino fetal (SBF) de la marca Hyclone.

* Los procedimientos de cultivo celular para la linea Huh-7 y BHK21 se
llevaron a cabo en una campana de flujo laminar BSL-2 con filtros
HEPA (Marca NUAIRE). Para el mantenimiento de la linea celular
Huh-7 se utiliz6 medio de cultivo Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Advanced (Advanced-DMEM), L- Glutamina (200 mM; 100X), suero
bovino fetal (SBF), Tripsina-EDTA (0.25%), solucion de antibidtico
penicilina-estreptomicina (100 Ul/mL de penicilina G de sodio y 100
Mg/mL de sulfato de estreptomicina) y solucion de aminoacidos no
esenciales (10 mM; 100X), todos de la marca GIBCO-BRL (Grand
Island, N.Y.).

* Para el mantenimiento de la linea celular BHK-21 se empled el medio
de cultivo MEM suplementado al 7% con suero bovino fetal y sin
adicion de L-glutamina.

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

* Para la congelacion de lineas celulares se utilizd dimetilsulfoxido

(DMSO) de la compafiia Sigma.

Recuento celular
* Para realizar el recuento celular se emple6 el colorante vital azul
tripano 0.4% (marca GIBCO-BRL, Grand Island, N.Y.).

Infeccion viral de cultivos celulares.
* Para la infeccion de células C6/36, BHK21 y Huh-7 con DENV se
emplearon los mismos reactivos descritos en el apartado de cultivo

celular.
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Extraccion de RNA

Para la extraccion de RNA total a partir de células en monocapa o de
aislados de cultivo viral, se empleé el reactivo TRIzol (marca
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), cloroformo (marca Fischer Scientific,
New Jersey, USA), Etanol (marca Merck, Darmstadt, Alemania),
isopropanol (marca Fischer Scientific, New Jersey, USA) e inhibidor
de RNAsas ‘RNA out’ de la compania Invitrogen (Carlsbad, CA, USA).
Todas la soluciones acuosas se prepararon con agua ultrapura
tratada con el inhibidor de RNAsas Dietilpirocarbonato (DEPC, Sigma
Aldrich).

Retrotranscripcion (RT)

Para la sintesis del DNA complementario a partir de RNA total se
utilizé la enzima RT-MMLV, Buffer RT 5X, Random primers, Ditiotreitol
(DTT), desoxirribonucledtidos trifosfatados (dNTPs) e inhibidor de
RNAsas ‘RNA out’, todos de la companiia Invitrogen (Carlsbad, CA,
USA).

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

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

Los primers utilizados (D1, D2, TS1, TS2, TS3 y TS4) fueron de la
compania Invitrogen (Carlsbad, CA, USA).

Inmunohistoquimica.

Kit RTU Vectastain (Vector Labs, Burlingame, Ca, USA), utilizando
como anticuerpo primario el Anti-Flavivirus Group Antigen Antibody,
clone D1-4G2-4-15 (EMD Millipore Corporation, Germany) siguiendo

las indicaciones del proveedor.
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Ensayos de expresion génica en microarreglos de qPCR

Se emplearon arreglos de qPCR de la compania QIAGEN modelo

PAHS-016Z para respuesta de Interferdn tipo |.

5.3. Materiales

Uso general

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

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

Pipetas seroldgicas de 2 mL. Marca Fisherbrand. Cat. 13-678-11C.
Tubos falcon de 15 mL. Marca Corning. Cat. 430053.

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

Toallas desechables de papel ‘Sanitas’. Marca Kimberly Clark.
Puntillas desechables blancas (10 pL). para micropipeta Marca
Axygen.

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

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

Cultivo celular

Botellas para cultivo celular de 25 cm?.
a) Con filtro. Marca Corning. Cat. 430639.
b) Con tapa de rosca. Marca Corning. Cat. 430168.
Botellas para cultivo celular de 75 cm?.
a) Con filtro. Marca Corning. Cat. 430641.
b) Con tapa de rosca. Marca Corning. Cat. 430199.
Raspadores celulares (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.
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Congelacion de células
* Crioviales de 2 mL. Marca Corning. Cat. 430659.

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.

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

Técnicas moleculares (RT, PCR, qPCR)

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

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

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

* 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).

5.4. Equipo

Uso general
* Centrifuga clinica. Marca Thermo Scientific. Modelo IEC-CLR30R.
* Centrifuga refrigerada. Marca Heraeus. Modelo Biofuge Primo R.

* Microcentrifuga. Marca Eppendorf. Modelo 5415D.
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Microscopio invertido. Marca Olympus. Modelo CKX41
Ultracongelador Revco. Marca NUAIRE. Modelo UN-6617A36.
Pipetor Pipet-Aid XP. Marca Drummond. Modelo 4-000-101.
Bafio maria. Marca PRECISION 180.

Micropipetas.

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

Cultivo celular

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

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

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

Mechero de bunsen.

Infeccion viral de cultivos celulares

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

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

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

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

Termocicladores de tiempo real: Marca Applied Biosystems. Modelo
ABI PRISM 7000 y 7500 fast.

Micropipetas automaticas de 10 y 200 uL. Marca Rainin.
Fotodocumentador UVP Mini Darkroom. Marca UVP. (Cambridge, UK)
Modelo M-26E.
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* Espectrofotometro NanoDrop. Marca Thermo Scientific. Modelo
Nanodrop 2000.

* Camara de electroforesis. Marca Owl. Modelo B1A.

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

* Horno de micro-ondas. Marca Panasonic.
5.5. Material biolégico
5.5.1. Lineas celulares
A) Linea celular C6/36
La linea celular C6/36 es una clona obtenida de la linea original de Aedes
albopictus establecida por Singh'® que presenta una alta sensibilidad a la
infeccién por DENV 2. 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 inéculos empleados '8°.

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
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requerimiento de atmdsfera 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 (raspador, scraper) de hule.

La linea celular C6/36 fue amablemente donada por la Dra. Maria Alba
Lorofio Pino, del Centro de Investigaciones Regionales ‘Dr. Hideyo Noguch’
de la Universidad Autébnoma 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 afos en septiembre de 1982 y establecida
por Nakabayshi, H. y Sato, J en la Universidad de Okayama, Japén. '8!

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

Las células se encuentran inmortalizadas y crecen en monocapas
bidimensionales (Figura 15)."®2. Aunque pueden ser cultivadas en ausencia

de suero bovino fetal, tradicionalmente se les cultiva con medio
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suplementado con 2 al 10% de SBF y se incuban a 37 °C en atmédsfera con
5% de CO,. Para su subcultivo se desprenden con tripsina-EDTA 0.25%.

C) Linea celular BHK-21

La linea celular BHK-21 (clona 13) se derivo a partir de rinones de hamsters
bebé (Baby Hamster Kidney) de 1 dia de edad, en marzo de 1961 por |.A.
Macpherson y M.G.P. Stoker."®?

Figura 16. Micrografia de una monocapa de células BHK-21.

Las células BHK-21 son susceptibles a infeccion por diversos virus, como el
adenovirus humano 3, reovirus 2 y el virus de la estomatitis vesicular (cepa
Indiana). Son resistentes a la infeccion con poliovirus 2 y negativas a
transcriptasa reversa, lo que implica su ausencia de genomas retrovirales

integrados.'®

La linea celular BHK-21 fue amablemente donada por la Dra. Rosa Maria
Del Angel Nufiez de Caceres, del CINVESTAV- Zacatenco.
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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 Autbnoma de Yucatan. Los virus usados en la presente tesis

fueron amablemente donados por la Dra. Maria Alba Lorofio Pino.

VIRUS CEPA ANO LUGAR GeneBank ID
DENV 1 H-159911 1944 Hawaii DQ672563.1
DENV 2 H-17247 (NGC) 1972 Nueva Guinea M29095.1
DENV 3 H-87 1957 Filipinas M93130.1
DENV 4 H-241 1956 Filipinas U18433.1

Tabla 9. Caracteristicas de los virus prototipo empleados.
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CAPITULO VI
METODOS

€ X8 »

6.1. Estrategia general

‘ Evaluacionde
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presentacion clinica

Figura 17. Estrategia general del trabajo desarrollado en la presente tesis

6.2. Métodos

6.2.1. Analisis del panorama epidemiolégico nacional de dengue.

Se descargaron del sitio del Centro Nacional de Vigilancia Epidemioldgica y
Control e Enfermedades de la Secretaria de Salud (CENAVECE) los 52
registros epidemioldgicos semanales de casos registrados y confirmados de

dengue en México por el Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica
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(SINAVE), del 2008 al 2013. A partir de los datos recolectados ahi, se
sumaron los totales nacionales y estatales de casos (en formato pdf), se
analizé la proporcion FD/DH, defunciones, incidencia, letalidad y los
serotipos aislados. A partir de la informacién capturada en una base de
datos, se realizaron graficas para buscar el periodo anual de mayor

incidencia y la periodicidad de los brotes nacional y estatal.

6.2.2. 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 fuente
de CO,, a una temperatura entre 26 a 28 °C. Las células se levantaron de

sus botellas de cultivo por agitacion o por raspado con un gendarme de hule.

6.2.3. 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 atmdsfera humeda con 5% de CO,. Las células se
levantaron de sus botellas de cultivo empleando Tripsina- EDTA 0.25% a
37°C y después neutralizando la actividad de la enzima con una proporcién

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

6.2.4. Cultivo de células BHK-21

Las células BHK-21 se mantuvieron en medio de cultivo MEM suplementado
al 7% con suero bovino fetal, haciendo el split dos veces por semana, al
alcanzar los cultivos un 90% de confluencia. Se incubaron a 37°C bajo

atmosfera humeda con 5% de CO..
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Las células se levantaron de sus botellas de cultivo empleando Tripsina-
EDTA 0.25% a temperatura ambiente y después neutralizando la actividad
de la enzima con una proporcion 1:1 con medio MEM suplementado al 7%

con suero bovino fetal.

6.2.5. Infeccion de cultivos celulares con DENV.

Las monocapas semiconfluentes se lavaron con PBS1X, el cual después fue
removido por aspiracion. El medio de cultivo (botella de 25 cm?) se sustituyd
con medio para infeccion (L-15-2% SBF para la linea C6/36 y ADMEM-1%
SBF para la linea Huh-7, ADMEM-2% SBF para BHK-21). EI 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.

Las 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 removidé el medio de infeccién, se realizé un segundo
lavado con PBS1X para eliminar todas las particulas virales libres y se
afiadieron 5 mL del medio reducido en suero dependiendo de la linea celular
infectada.

Se permitio la infeccién 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 atmdsfera humeda con 5% de CO; en el caso de la linea
Huh-7.
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6.2.5. Evaluacion de presencia de dengue en poblacion asintomatica de

Nuevo Ledn.

Para evaluar la presencia de infeccion con DENV en pacientes asintomaticos,
se trabajo en conjunto con el Banco de Sangre del Hospital Universitario,
UANL, asi como con el banco de sangre del Centro Estatal de la Transfusion
de la SSA. En el transcurso de enero 2010 a diciembre 2012 en ambos

centros registraron en total 285,000 donaciones de sangre.

Del total, recolectamos 2061 muestras, las cuales se probaron para
identificar agentes infecciosos definidos por la Norma Oficial Mexicana
(NOM-253-SSA-1-2012) en donde se incluyen: Brucella (Rosa de Bengala,
LICON labs), HCV (HCV MEIA AxSYM, Abbott Park), VDRL (VDRL-USR,
Licon labs), HIV 1-2 (AxSYUM HIV Ag/Ab combo MEIA, Abbott Park), HbsAg
(HBsAg MEIA 3rd gen AxSYM. Abbott Park), VON(WNV) (IgM capture
ELISA, PanBio) y DENV (IgM capture ELISA e IgG indirect ELISA, ambos de
PanBio, asi como NS1 con Dengue Ag Platelia, Bio-Rad) para verificar
seroprevalencia en individuos sanos. Las muestras positivas a DENV NS1

se sometieron a a RT-PCR para verificar presencia de particula viral.

6.2.6. Recoleccion de muestras de sujetos infectados a dengue del

estado de Nuevo Leodn.

Para aislar particulas virales a partir de sujetos infectados con DENV, se
recolectaron muestras en coolaboracioén con el Laboratorio Estatal de Salud
Publica de Nuevo Ledn (LESPNL), con el que se tiene firmado un convenio
de colaboracion. En el transcurso de septiembre, 2010 a junio, 2014 se
recolectaron 2145 sueros, probados para IgG, IgM y NS1. Los sueros
positivos a proteina viral NS1 se sembraron en células C6/36 para tratar de

aislar particulas infecciosas. Se realizé PCR para identificar el RNA viral de
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DENV a todos los cultivos celulares infectados, usando el protocolo

publicado por Lanciotti.®?
6.2.7. Generacion del banco de aislados virales.

Los cultivos de C6/36 infectados con DENV 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 yL 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 afiadieron 1.5 mL de

mezcla de congelacion).

El contenido de la botella de cultivo se dividié 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.

6.2.8. Titulacién de aislados virales

Los aislados virales se titularon usando el protocolo de formacion de focos o
placas liticas en células BHK-21, realizando tincion con el colorante Naphtol
Black-Blue. El titulo viral se report6 como unidades formadoras de placa por
mililitro de cultivo viral (UFP/mL).

6.2.9. Extraccion de RNA total.

La extraccion de RNA tanto de aislados virales como de células en

monocapa se realizé con TRIzol, 1 mL de reactivo por cada 10 cm? de la

botella de cultivo o en una proporcion 1:1 con respecto al volumen de aislado
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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 incub6 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 puL de cloroformo frio por cada
mililitro de TRIzol empleado. Se mezclé por inversion durante 15
segundos. Se incubd en hielo durante 3 minutos.

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

Después de la centrifugacion se recuperdé 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 anadieron 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 vértex el contenido del tubo.

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

Por ultimo se removio el etanol residual y el RNA se resuspendid en
agua DEPC, empleando de 10 a 30 pL dependiendo del tamano de la

pastilla obtenida.
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6.2.10. Retrotranscripcion (RT-MMLYV).

Una vez realizada la extraccion del RNA total, este fue cuantificado y
posteriormente sujeto a retrotranscripcion utilizando la enzima MMLV. Se

preparo la siguiente mezcla de reaccion:

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

Tabla 10. Condiciones de reaccion para la RT. Primera mezcla.

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

preparo la siguiente mezcla de reaccion:

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

Tabla 11. Condiciones de reaccion para la RT. Segunda mezcla.

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

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

Tabla 12. Programa de reaccion de retrotranscripcion.

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

y se almacenaron a -80°C.
6.2.11. Confirmacion molecular y serotipificacion de dengue.

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

serotipificacion diferencial dependiendo del DENV presente.

Posicién
Primer Secuencia en el Amplicén (bp)
genoma
D1 TCAATATGCTGAAACGCGCGAGAAACCG 134-161

D2 TTGCACCAACAGTCAATGTCTTCAGGTTC 616-644 511 (D1-D2)
TS1 CGTCTCAGTGATCCGGGGG 568-586 482 (D1-TS1)
TS2 CGCCACAAGGGCCATGAACAG 232-252 119 (D1-TS2)
TS3 TAACATCATCATGAGACAGAGC 400-421 290 (D1-TS3)
TS4 CTCTGTTGTCTTAAACAAGAGA 506-527 392 (D1-TS4)

Tabla 13. Secuencias de los primers empleados para la PCR de Lanciotti.

La reaccidn se optimizé para poder trabajar con el cDNA viral y después en
un segundo paso amplificarlo. Para la reaccién de PCR se preparo la
correspondiente mezcla de reaccion indicada en la tabla 14 y se corrié con

el programa de temperaturas descrito en la tabla 15.
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PCR D1-D2 PCR D1-TS
Reactivo y concentracion Volumen Reactivo y concentraciéon Volumen
(bL) (bL)
Agua Mili Q 13.8 uL Agua Mili Q 12.2 uL
Buffer PCR 10X 2L Buffer PCR 10X 2.5 L
MgCl, 50 mM 1.5uL MgCl,; 50 mM 1.5 uL
dNTPs 10 mM 0.5 pL dNTPs 10 mM 0.5 pL
Primer D1 10 uM 0.7 uL Primer D1 10 uM 1L
Primer TS1 10uM 0.7 uL Primer TS1 10 uM 0.5uL
Taq polimerasa 0.3 uL Primer TS2 10 uM 0.5uL
cDNA 5uL Primer TS3 10 uM 0.5uL
Volumen total 25 uL Primer TS4 10 uM 0.5uL
Taq polimerasa 0.3 uL
cDNA 5uL
Volumen total 20 uL

Tabla 14. Condiciones de reaccion para la deteccion molecular de DENV.

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

100 V durante una hora.

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

Tabla 15. Programa de temperaturas para la detecciéon molecular de dengue.
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6.2.12. Inmunohistoquimica

Para confirmar infeccion en los cultivos celulares, se realizd
inmunohistoquimica con el kit RTU Vectastain (Vector Labs, Burlingame, Ca,
USA siguiendo las indicaciones del proveedor., utilizando como anticuerpo
primario el Anti-Flavivirus Group Antigen Antibody, clone D1-4G2-4-15 (EMD

Millipore Corporation, Germany), a una dilucién 1:3000.

6.2.13. Western Blot

Se evalud la abundancia de la proteina STAT-1 en cultivos infectados con el
virus del dengue, tanto prototipos como con aislados de pacientes. Se
removié el medio de cultivo de las células infectadas por aspiracion vy
posteriormente, las células fueron raspadas con un gendarme de goma. Se
utilizé PBS frio 1X para lavar las células, las cuales posteriormente se
centrifugaron 15 segundos a maxima velocidad para empaquetarlas, se
removié el PBS y se extrajo la proteina total con buffer de lisis 1X en una
relacuon volumen-volumen 1:1. El lisado se incub6 20 minutos en hielo y se
centrifugd a 13000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante se separd y se
almacend a -802C. Se cuantifico la concentracion de las proteinas totales por
Bradford, usando una curva estandar. Se cargaron 50 ug de proteina total
por pozo en un gel de polacrilamida (12%, PAGE-SDS), el cual se corri6 a
100 V durante dos horas.Se transfirieron las proteinas a una membrana de
PVDF (Amersham Hybond-P, GE Healthcare, RPN303F) a 400 mA durante
90 minutos, la membrana se bloquedé con TBS-Tween 0.1% por 60 minutos,
y se incubd con el anticuerpo primario durante toda la noche. Al dia siguiente
se realizaron 5 lavados de 10 minutos cada uno con TBS-Tween 0.1% frio, y
se incubd con el anticuerpo secundario durante 90 minutos. La membrana se
volvié a lavar con TBS-tween 0.1% tres veces, 10 minutos por lavado.
Finalmente, la deteccidn de la proteina se realizé por quimioluminiscencia

(ImmunoCruz wester blotting luminol reagent, Santa Cruz, USA). Para la
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captura de imagen se uso el fotodocumentador Chemidoc XRS (Bio-Rad,
Alemania). El analisis densitométrico se realizé con el software Image J
(NIH). Se utilizaron los anticuerpos anti STAT-1 (1:1000, Abcam, ab99415,
USA), anti- Actina (1:5000, Millipore, mab1501, USA) y los anticuerpos
secundarios Anti-ratén (1:10000, Promega, W4021, USA) y anti-conejo
(1:10000, Santa Cruz, sc-217, USA).

6.2.14. Infeccion de ratones lactantes.

En el transcurso de dos estancias de investigacion (marzo-abril y agosto-
octubre, 2012) realizadas en el Laboratorio de Virologia del Departamento
de Infectémica y Patogénesis Molecular del IPM CiNVESTAV Zacatenco, se
inocularon intracerebralmente con aislado de cultivo celular C6/36-DENV a
18 camadas de ratones lactantes BALB/C obtenidos a partir de 22 hembras
gestantes. Se inocularon los virus prototipo DENV-1 y 2, asi como el aislado
DENV1-4904 (1 unidad de jeringa de insulina a cada raton lactante, jeringas
BD Ultrafine 0.5mL con aguja 31Gx8mm). Se permitid la evolucion de la
infeccion durante cinco dias y transcurrido el tiempo los ratones se
sacrificaron por frio y se extrajo el cerebro con ayuda de una jeringa. Los
ratones infectados se evaluaron por clinica, observando elevaciéon de la
temperatura corporal al tacto, presencia de convulsiones, dificultad de

movimiento en las extermidades traseras y dificultad para erguirse.

El extracto de cerebro se mezcld en una proporcion 1:1 con solucion salina
de Hanks, se maceré en un homogenizador Dounce y se filtré a través de
una membrana de 0.22 um (Millipore) para posteriormente ser alicuotados
en volumenes de 100 uL y ser congelados a -80°C. Los extractos de cerebro
de ratén se titularon con células BHK-21 y se les hizo ELISA con el kit
Platelia Dengue NS1 Ag (Bio-Rad) para confirmar positividad de particulas

virales.
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6.2.14. Arreglos de qPCR.

Para evaluar la respuesta de interferon en cultivos de células Huh-7
infectadas con aislados virales de DENV a una MOI de 0.1, se emplearon
los RT? Profiler PCR Array: Human Type | Interferon Response (PAHS-
016ZA. Cat.330231, QIAGEN).

El RNA de los cultivos celulares se extrajo con el kit RNeasy Plus Mini Kit
(Cat.74134, QIAGEN), la retrotranscripcion se monté con el kit RT? First
Strand Kit (Cat. 330401, QIAGEN). La mezcla de reaccion con los cDNA a
montar en las placas se realizé con el kit RT?> SYBR® Green ROX gqPCR
Mastermix (cat. 330520, QIAGEN). Todo bajo las condiciones indicadas por
el proveedor descritas en el RT? Profiler PCR Array Handbook (QIAGEN).
La integridad de los RNAs extraidos se evalué por medio de electroforesis
capilar (Experion, Bio-Rad) y las concentraciones del RNA total, asi como de
las diluciones de trabajo se midieron por espectrofotometria (NanoDrop 2000,

Thermo Scientific.).

El arreglo Human Type | Interferon Response RT? Profiler PCR Array es una
herramienta intermedia entre la tecnologia de PCR en tiempo real (QPCR) y
los microarreglos. Esta plataforma tecnoldgica permite la evaluacion de los
perfiles de expresion de genes involucrados en la respuesta inmune global
de interferones a y B. El arreglo contiene sondas para cuantificar la
expresion de IFN alfa, beta y sus receptores (IFNAR), asi como moléculas
de sefalizacién involucradas en el proceso y genes estimulados por IFN que
son los responsables del establecimiento del estado antiviral celular.
También se incluyen genes que se han asociado con resistencia a IFN
intrinseca y asociada con virus. La disposicion del arreglo PAHS-016A se

muestra en la figura 18.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
A ADAR BAG3 BST2 CASP1 CAV1 ccL2 CCL5 CD70 CD80 CD86 CDKN1B CIITA
B CRP CXcCL10 DDX58 EIF2AK2 GBP1 HLA-A HLA-B HLA-E HLA-G IFI16 IFI127 IFI30
Cc IFI16 IFIH1 IFIT1 IFIT2 IFIT3 IFITM1 IFITM2 IFITM3 IFNA1 IFNA2 IFNA4 IFNAR1
D IFNAR2 IFNB1 IFNE IFNW1 IL10 IL15 IL6 IRF1 IRF2 IRF3 IRF5 IRF7
E IRF9 ISG15 1SG20 JAK1 JAK2 MAL MET MNDA MX1 MX2 MYD88 NMmI
F NOS2 OAS1 OAS2 PML PRKCZ PSME2 SH2D1A SHB SOocCs1 STAT1 STAT2 STAT3
G TAP1 TICAM1 TIMP1 TLR3 TLR7 TLR8 TLR9 TMEM173 TNFSF10 TRAF3 TYK2 VEGFA
H ACTB B2M GAPDH HPRT1 RPLPO HGDC RTC RTC RTC PPC PPC PPC

Figura 18. Disposicion de los genes de estudio dentro del arreglo PAHS-016A para
respuesta a IFN tipo |I. En los 96 pozos, los genes se encuentran organizados de la
siguiente manera: A1-G12: 84 genes de estudio involucrados con la respuesta de IFN tipo I;
H1-H5: 5 genes constitutivos (housekeeping) para normalizacion; H6: 1 control de
contaminacién por DNA gendmico; H7-H9: 3 controles positivos de retrotranscripcion: H10-

H12: 3 controles positivos para PCR.

Los datos obtenidos por el termociclador ABI 7000 y ABI 7500 fast (Applied
Biosystems) se exportaron a Microsoft Excel para posteriormente ser
analizados por la plataforma RT? Profiler PCR Array Data Analysis version
3.5. (http://pcrdataanalysis.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php) A partir
de la plataforma online se exportaron las graficas de expresion para cada
gen y cada grupo experimental, los mapas de calor y en una tabla se calcul6

el Fold Change (nivel de cambio) de cada gen.

Los fold change de cada condicion experimental se analizaron, se
convirtieron en cadenas de texto proporcionales al valor de cada cantidad y
se exportaron a la plataforma online Wordle (http://www.wordle.net/) para la
generacion de esquemas tipo ‘nube de palabras’ donde el tamafio de cada
nombre del gen se relaciona con la intensidad de su nivel de sobreexpresion.
(Figura 19)
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Cultivo viral en células Infeccién de células Tratamiento con Extraccion de RNA
C6/36 Huh-7 con DENV-2 IFNa 1000 Ul/mL total (QIAGEN
RNAeasy Plus)

.<_‘

PCR tiempo real Montaje del Retrotranscripcion Cuantificacion del
(ABI SDSp7000) arreglo de gPCR (QIAGEN RT? First RNA obtenido
(QIAGEN Strand kit) (NanoDrop 2000)

PAHS-016ZA)

Analisis de datos Construccién de Evaluacién de
(RT2 Profiler PCR los esquemas tipo calidad del RNA
Array Analysis ‘word cloud’ (BioRad Experion)
35)

Figura 19. Esquema general para la evaluacion de la respuesta

de interferéon en células Huh-7 infectadas con DENV.

Los genes contenidos en el arreglos se enlistan a continuacion:

Interferones y receptores: IFNA1, IFNA2, IFNA4, IFNAR1, IFNAR2, IFNB1,
IFNE, IFNW1.

Genes de respuesta a interferon:

Inmunidad innata: ADAR, BST2, CASP1 (ICE), CCL2 (MCP-1), CCL5
(RANTES), DDX58, GBP1, HLA-E, HLA-G, IFI27, IFI30, IFI6 (G1P3), IFIH1,
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IFIT1, IFIT2, IFIT3, IFITM1 (9-27), IFITM2, IFITM3, IRF1, IRF2, IRF7, IRF9
(ISGF3G), I1ISG15 (G1P2), ISG20, JAK2, MX1, MX2, MYD88, NMI, OAS1,
OAS2, PML, SOCS1, STAT1, STAT2, TAP1 (ABCB2), TLR3, TLRY7.
Inmunidad adaptativa: CD80, CRP, MYD88, TAP1 (ABCB2).

Citocinas: CCL2 (MCP-1), CCL5 (RANTES), CXCL10 (INP10), IL15,
TNFSF10 (TRAIL).

Apoptosis: ADAR, CASP1 (ICE), CCL2 (MCP-1), CCL5 (RANTES), EIF2AK2
(PRKR), IFI16, IF127, IFI6 (G1P3), IFIH1, JAK2, MX1, MYD88, PML, STAT1,
TIMP1, TLR3, TNFSF10 (TRAIL).

Otros genes involucrados en la respuesta a Interferén tipo I:

Inmunidad innata: CD86, CIITA, HLA-A, HLA-B, IFNA2, IFNA4, IFNAR1,
IFNAR2, IFNB1, IRF3, IRF5, JAK1, NOS2 (iNOS), SH2D1A, STATS3,
TICAM1 (TRIF), TLR8, TLR9, TMEM173, TRAF3, TYK2.

Inmunidad adaptativa: IFNA2, IFNB1, IL10, TLR8, VEGFA.

Citocinas: CD70 (TNFSF7), IL10, IL6, VEGFA.

Apoptosis: BAG3, CAV1, CD70 (TNFSF7), CDKN1B (p27KIP1), IFNA2,
IFNB1, IL10, IL6, MAL, MET, MNDA, PRKCZ, PSME2, SHB, TICAM1 (TRIF),
TMEM173, TRAF3, VEGFA.

La lista detallada de genes contenidos en el arreglo, simbolos y numeros de

identificacion en Genbank se incluye en un anexo en la seccidon

correspondiente.
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7.1

CAPITULO VII
RESULTADOS

{680

. Descripcion del panorama epidemiolégico del dengue en Nuevo

Leén de 2008 a 2013.

A partir de los registros epidemiolégicos semanales publicados por

CENAVECE/SINAVE, se desglosaron el total de casos nacionales y

estatales confirmados de dengue en el periodo comprendido de 2008 a 2013,

para observar la tendencia anual en el aumento o disminucion de ellos.
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Figura 20. Numero de casos nacionales de dengue desglosados por semana

epidemioldgica en el periodo 2008 — 2013.
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Figura 21. Contribucion del estado de Nuevo Ledn al total de casos nacionales en el
periodo 2008 — 2013.

Después de confirmar que Nuevo Ledn efectivamente puede ser catalogado
como una entidad endémica a la circulacion de DENV, se decidio repetir el
analisis desglosando los totales estatales 2008-2013.
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Figura 22. Niumero de casos de dengue en Nuevo Ledn desglosados por semana

epidemioldgica durante el periodo 2008 — 2013.
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Figura 23. Niumero de casos de dengue en Nuevo Ledn en el periodo 2008 — 2013

desglosados por semana epidemiolégica y representados en orden de afio de registro.
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Figura 24. Total de casos confirmados de dengue en Nuevo Leon en el periodo
2008 - 2013.
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Ano Casos | Casos Casos Defunciones incidencia Letalidad Serotipos
FD FHD totales 1 2 3 4
2008 803 54 857 0 26.6 0 52 2 0 0
2009 524 62 586 0 22 1.61 21 2 0 0
2010 1696 793 2489 1 19 1.1 76 2 0 0
2011 654 13 667 0 15.3 0 2 6 0 0
2012 1250 44 1294 0 34.85 0.91 67 80 0 0
2013 4675 246 4921 0 99.7 0.56 394 (326 | O 115
Total 10814 612 | 418 | 0 115

Tabla 16. Casos y serotipos de dengue confirmados en Nuevo Ledn en
el periodo 2008 — 2013.

7.2. Evaluacion de la presencia de infeccion con DENV en individuos

asintomaticos de Nuevo Ledn.

Se evaluo presencia de diferentes agentes infecciosos en 2061 muestras de
sangre de donadores asintomaticos sanos del estado de Nuevo Lebn, con
edades en el rango de 18 a 65 afos y sexo indistinto. Se obtuvieron 10 mL

de sangre completa para realizar las pruebas seroloégicas y moleculares.

En general se encontrdé una seroprevalencia del 2.6% (1/39) de anticuerpos
anti-dengue en donadores de sangre estudiados en el periodo 2010-2012 en
el estado de Nuevo Leodn (Figura 25). Debido a que las pruebas de
laboratorio permitieron distinguir infecciones primarias de las secundarias, se
encontr6 que 53 de 2061 sueros obtenidos a partir de donantes
asintomaticos fueron reactivos a anti-DENV de la siguiente manera: Los
anticuerpos IgM eran sugestivos de una infeccidn recientemente adquirida y
fueron detectados en 23 muestras, mientras que en 30 donadores se detectd

IgG anti-DENV, sugiriendo una infecciéon secundaria reciente.

Todos los individuos estaban asintomaticos al momento de la donacion, la

mayoria de los casos positivos fueron hombres (83%), con una edad
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promedio de 31.8 afios y ninguno de los donadores estaba virémico (no
positividad a RT-PCR).

2.6 n: 2061 muestras

25

15

0.64

% de muestras positivas

0.5 032

0.18 0.16

5555

DENV VDRL HCV Brucella  HIV-1 HBsAg WNV

Prueba de laboratorio

Figura 25. Resultados de las pruebas realizadas para los 2061 sueros de donantes

asintomaticos.

7.3. Generacion de un banco de muestras de individuos positivos a

infeccion con DENV del estado de Nuevo Leodn.

En el transcurso del periodo comprendido entre septiembre 2010 a junio
2014, se recolectaron 2145 sueros de individuos diagnosticados como
positivos a dengue siguiendo el algoritmo del Laboratorio Estatal de Salud
Publica de Nuevo Leon, definido por la NOM-032-SSA2-2002."% La tabla
17 describe las caracteristicas de las muestras recolectadas: totales anuales,
género, grupos de edades, clasificacion del cuadro clinico y el diagndstico
realizado por LESP-NL.

75




EVALUACION DE LOS PERFILES DE RESPUESTA A INTERFERON INDUCIDOS POR LA INFECCION CON EL VIRUS DEL DENGUE

Muestras recolectadas por afo n %
2010 92 4.3
2011 375 17.5
2012 839 39.1
2013 616 28.7
2014 223 10.4
Total 2145 100
Género

M 710 33.1
F 1435 66.9
Total 2145 100

Grupos de edades
Menores de 18 483 225
18 -40 781 36.4
41 -60 603 28.1
Mayores de 60 279 13
Total 2146 100

Clasificacion del cuadro clinico
FD 2106 98.2

DH 39 1.8
Total 2145 100
Diagnéstico de laboratorio
IgG 648 30.2
IgM 1111 51.8
NS1 386 18
Total 2145 100

Tabla 17. Epidemiologia de los sueros positivos a dengue recolectados.

A partir de los datos recolectados se generd una base de datos donde se
incluyd género, edad, municipio, colonia o fraccionamiento, diagndstico de
laboratorio, fecha de inicio de los sintomas y fecha de toma de muestra para
cada sujeto. A partir de los datos de ubicacion, se decidié georreferenciar los
casos de dengue a nivel estatal, utilizando el software ArcGis (ArcMap 10.1)
para ubicar las zonas con mayor incidencia a nivel estatal de donde se

presentaron los casos positivos de dengue. (Figura 26)
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Monterrey (352)
Linares (248)
Montemorelos (238)
Guadalupe (201)

bl

Figura 26. Georreferenciacion de los casos de dengue identificados por LESP, recolectados

de septiembre 2010 a junio 2014. Cada punto es un caso positivo a infeccién con DENV.

El total de los sueros recolectados (1 mL de cada uno) se almacend en un
ultracongelador a -80°C clasificado por el afio de recoleccion y el diagndstico

de laboratorio.

7.4. Aislamiento y caracterizacion de particulas virales a partir de

sueros de individuos infectados con DENV.

Los 386 sueros NS1 positivos se sembraron en la linea celular C6/36 para
tratar de aislar particulas virales. De forma simultanea se sembraron virus

prototipo para usar como control tanto de positividad en cultivo (evaluacién
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CPE por microscopia), asi como para el diagnéstico molecular por RT-PCR.
(Figura 27).

C6/36 NTC C6/36-DENV1 C6/36-DENV2

*15 dias de cultivo/ 27°C/ sin fuente externa de CO,

Figura 27. Cultivo de DENV en células C6/36.

Se permitié la infeccidn en los 386 cultivos celulares infectados con suero de
individuos diagnosticados como psitivos a dengue, maximo por 15 dias. Tras
lo cual se cosecho con raspador y se alicuotaron en volumenes de 100 a 200
WL. Posterior a la congelacion, ninguna alicuota se descongelé mas que para
su evaluaciéon molecular o para emplearlas en procesos de infeccion de

células. No se almacenaron aislados previamente usados.
De las alicuotas realizadas, se extrajo RNA total de cada lote de cultivos

infectados, se retrotranscribié y se evalué presencia de particulas virales

empleando el protocolo de amplificacion de Lanciotti. (Figura 28)
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4304 6870 M M M  6870P2 692P1 692P2

Figura 28. Evaluacién molecular del virus del dengue por medio del protocolo de Lanciotti.
El gel a la izquierda muestra el patrén de bandas de los cuatro serotipos, mientras que el de

la derecha es la evaluacion de cultivos de sueros de individuos infectados.

De los 386 cultivos infectados, 13 fueron positivos a presencia de particula
viral: Seis serotipificaron como DENV-1, seis como DENV-2 y uno como
DENV-4. En colaboracion con con el LESP-NL se evaluaron los cultivos por
PCR en tiempo real (empleando el protocolo de SSA-InDRe) para descartar
la presencia de coinfecciones, encontrando que los 13 cultivos estaban

infectados por serotipos individuales. (Tabla 18)

Aislado Ano Serotipo Aislado Ano Serotipo
4904 2011 1 6295 2013 2
6870 2012 2 6313 2013 4

692 2013 1 7803 2013 2
694 2013 2 7693 2013 1
696 2013 1 7088 2013 1
5849 2013 2 7708 2013 1
6262 2013 2

Tabla 18. Lista de aislados virales, afio de recoleccidn y serotipo confirmado.
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Los cultivos también se evaluaron por inmunohistoquimica, para confirmar
con una segunda herramienta la presencia de particulas virales. Se empled
el kit RTU Vectastain en conjunto con el anticuerpo primario dirigido contra
envoltura de Flavivirus (4G2). Se encontré que algunos de los virus aislados
de pacientes, como el 694 y 696 generaban una respuesta positiva a la IHQ

mas intensa que los virus prototipo (Figura 29).

PR

.

NTC(C6/36)

Aislado 694 Aislado 696

Figura 29. Inmunohistoquimica de células C6/36 infectadas con DENV

realizando el marcaje con anticuerpo 4G2.

Para confirmar la presencia de virus diferentes en los cultivos, en
colaboracion con CDC Dengue Branch y como parte de la tesis de maestria
del M.C. Kame Alberto Galan Huerta'® se secuenciaron los aislados virales
amplificados, encontrando que pertenecian a genotipos América-Africa
(DENV-1) y América-Asia (DENV?2). (Figuras 30y 31)
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100

América Africa

Filogenia de los aislados virales obtenidos caracterizados como DENV-1.
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Figura 31. Filogenia de los aislados virales obtenidos caracterizados como DENV-2.

Todos los lotes de aislados virales y virus prototipo se titularon en células
BHK-21, procurando usar virus de bajos pasajes (no mas de dos cultivos

sucesivos), para reducir las posibilidades de mutaciones inherentes a los

82




EVALUACION DE LOS PERFILES DE RESPUESTA A INTERFERON INDUCIDOS POR LA INFECCION CON EL VIRUS DEL DENGUE

errores de replicacion viral. Se obuvieron titulos virales en el rango de 10°-
10° UFP/mL. (Tabla 19)

LOTE VIRAL TITULO VIRAL LOTE VIRAL TITULO VIRAL
(PFU/mL) (PFU/mL)

D1-20121217 2.25x10° D1 4904 P2 - 20130207 5x 10°

D1 -20130201 1.25 X 10° D1 4904 P3 - 20130222 5x 10°

D2 - 20121217 1x10° D2 6870 P1 - 20130213 1x10°

D2 — 20130201 1.25 X 10° D2 6870 P2 - 20130228 1x10°

D3 — 20130201 25X 10° D2 692 P1 — 20130207 2.75x 10°

D3 - 20121217 1.25x 10° D2 692 P2- 20130228 2.75x 10°

Tabla 19. Titulos virales de algunos aislados cultivados en células C6/36

7.5. Evaluacién de la infectividad de las particulas virales aisladas en

un sistema In vivo.

Durante el periodo marzo- abril y agosto-octubre del 2012 se realizaron dos
estancias de investigacion en el Laboratorio de Virologia del Departamento
de Infectémica y Patogénesis Molecular del CINVESTAV Unidad Zacatenco,
en México, D.F. El objetivo de las estancias de investigacion fue el de
amplificar los titulos virales de los virus DENV aislados en cultivo celular bajo

el protocolo en un sistema In vivo que ellos tienen estandarizado.'8”188

Para lograr este objetivo, se trabajaron con ratones lactantes BALB/c a los
cuales se les inoculd intracerebralmente virus amplificado en células C6/36
(1 unidad de jeringa de insulina por ratén, 100 pL) de prototipo D1, prototipo
D2, aislado D1 4904 y aislado D2 6870.'%"

Se trabaj6 en total con 22 camadas de ratones lactantes, con un rango de 6
a 10 individuos por camada. Se realizaron dos pasajes de los virus. El primer
pasaje se realizd inoculando cultivo celular y en el segundo se inoculd

extracto de cerebro proveniente de la primera amplificacion. (Figura 32)
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Figura 32. Procedimiento de inoculacion intracerebral de dengue en ratones BALB/c

lactantes, evolucién de la infeccién y cosecha del cerebro para su posterior macerado.

Durante cinco dias se permitio el establecimiento de la infeccion, revisando
todos los dias a los ratones lactantes, en los cuales se observo elevacion de
la temperatura corporal al tacto, convulsiones, dificultad de movimiento en
las extemidades traseras, dificultad para erguirse y temblor fino. En los
ratones inoculados con macerado de cerebro del primer pasaje se
observaron los mismos sintomas pero con mayor intensidad, falleciendo

algunos ratones incluso al dia 3 post-inoculacion.

Posterior al macerado vy filtracion, se realizdé deteccion de NS1 (Dengue Ag
NS1 Platelia, Bio-Rad) y titulacion en células BHK21, observando saturacion
en el ELISA probablemente debido a una concentracion muy alta de NS1.

Los titulos virales obtenidos estuvieron en el rango de 10% a 10°. (Tabla 20)
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TITULACION VIRAL CUANTIFICACION DE NS1
MUESTRA TiTuto MUESTRA PROMEDIOS S/CO
(UFP/mL) Absorbancia
4904 8.6 X 10d D1Y 0.958 2.85970149
D1Y 225 x 10b D1M 0.2895 0.8641791
D2Y 1.5x1 ob D2y 0.1595 0.4761194
D1M 2)(104 4904 0.328 0.97910448
DENV4 5510 Cut off 0.335 1
Control positivo 0.578 1.72537313
Control negativo 0.1245 0.37164179
DENV 4 - saturacion

Tabla 20. Titulacién viral y cuantificacion de NS1 de macerados de cerebro de ratdén
infectados con DENV.

Al comparar los titulos obtenidos en cultivo celular contra los dos pasajes en
ratones lactantes, nos dimos cuenta que se redujeron. Se logré verificar que
los aislados en cultivo tuvieron la capacidad para infectar un sistema In vivo,
pero que la mejor opcion para continuar produciendo particulas virales seria

en cultivo en C6/36.

7.6. Evaluacion de la infectividad y reproducibilidad de condiciones

experimentales en cultivo celular.

Posterior a la titulacién de los lotes de DENV (tanto prototipos virales como
aislados de sujetops infectados), observamos que el efecto citopaticode las
monocapas de células BHK-21 parecia inducirse de forma diferencial.
Decidimos hacer infeccion de las células BHK-21 a una MOI de 0.1 (placa de
24 pozos, 40000 células/pozo), permitiendo que el proceso infeccioso se
estableciera en un periodo de 5 dias. Transcurrido el tiempo se tifieron las

placas con Naphtol Blue Black (Figura 33).
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Figura 33. Infeccion de células BHK-21 con DENV prototipo y aislados de pacientes

El efecto citopatico a una MOI y tiempo constantes se presenté de forma
diferencial en células BHK-21. Al comparar contra las células no infectadas
(que continuaron creciendo y proliferando de forma normal), se observo
fusion celular, vacuolacion, pérdida de la morfologia celular normal, aparicién
de proyecciones citoplasmaticas y granulacion en las zonas aledanas a los
focos liticos. Se observé también que los virus podian inducir focos liticos
con tamanos variables y al parecer, dependiente de la cepa: los aislados de
pacientes produjeron focos liticos mas pequefios que los prototipos virales

en monocapas de ceélulas BHK-21.

Las mismas condiciones de infeccion se utilizaron para verificar si se podian
reproducir los resultados en células Huh-7, las cuales son el sistema

biolégico en el cual se estudio la respuesta de interferén en esta tesis.

Las células Huh-7 se infectaron a una MOI de 0.1 (placa de 24 pozos, 40000
células/pozo) pero en lugar de permitir el transcurso de la infeccion durante 5
dias, se realizd evaluacion por microscopia a las 24, 48 y 72 horas post-
infeccion (hpi). (Figura 34)
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DENV1 DENV 2 DENV1 DENV 2 DENV1
prototipo prototipo LESP-4904 LESP-6870 UADY-HN-692

-

hpi

Figura 34. Infeccion de células Huh-7 con DENV prototipo y aislados de pacientes. Se

evalué morfologia de la monocapa celular a las 24, 48 y 72 hpi.

Se confirmd que los virus aislados tienen la capacidad de inducir efecto
citopatico similar al que producen los virus prototipo. A MOI bajas, los
resultados de infeccion fueron reproducibles, y el efecto citopatico se
presenta a tiempos tan tempranos como 24 hpi. Por lo tanto, los virus
aislados a partir de pacientes parecieron mantener su infectividad y
capacidad citopatica en la linea celular Huh-7.

Adicionalmente a la evaluacion por microscopia, se decidié cuantificar la
cantidad de particulas virales nuevas (progenie viral) que se generaron en
los sobrenadantes de los prototipos virales D1 y D2, asi como de tres
aislados (D1 4904, D2 6870 y D1 692). (Figura 35)
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Figura 35. Cuantificacién de particulas virales producidas

Logramos observar que los virus prototipo producian una mayor cantidad de
particulas infecciosas que los aislados de pacientes al infectar células Huh-7
cuando se comparaban con el serotipo homdlogo. Al comparar los aislados
de pacientes, las infecciones realizadas con virus serotipificados como D1
generaron una mayor cantidad de particulas infecciosas que los

serotipificados como D2.

Después de observar la diferencia en la produccién de particulas virales,
decidimos evaluar la abundancia de STAT-1 en cultivos de células Huh-7
infectados con DENV, para comparar con los niveles basales de esta

proteina en cultivos sin presencia de particulas virales. Se infectaron células
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Huh-7 a una MOI de 0.01 con virus prototipo (D1 y D2), asi como con
aislados de pacientes D1-4904, D2-692, D2-694 y D1-696. Se permitio la
infeccion viral durante 48 horas, tras lo cual se trataron las células infectadas
con interferéon alfa (IFNa, 1000 Ul/mL, PEGASYS Peg-interferon alfa 2a,

Genetech USA), durante una hora para inducir la respuesta de IFN.

Niveles relativos de expresion de STAT-1

- + + + + + IFN

HUH7 HUH7 D1 D1UV D2 D2uv COND. EXP

S e S ey —— STAT1 (85 kDa)
e — ACTINA (42kDa)
- + + + + + - IFN

HUH7 4904 6870 692 694 696 HUH7 COND.EXP

— e w wsss STAT1 (85 kDa)
——— wes= ACTINA (42kDa)
120

2E
100 =
80 1 I—zx
= =
60 T — ‘ | o |
40 T 1 ‘ —
20 17 — —
0
Q\o.z(\ ’\’«w\ '\’{5\ A’@\ ,v{“\‘ A'{(‘\ > 0"\ mé v«% b’{s\
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Figura 36. Evaluacién en la induccion de STAT-1
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Transcurrido el tiempo se retird el medio y se extrajo proteina total, para
posteriormente cuantificarla, hacer SDS-PAGE, transferirla a membrana de
PVDC y marcar STAT-1 y Actina. Como controles se usaron prototipos D1y
D2 inactivados en luz UV durante 1 hora en hielo. La membrana se analizé
por densitometria para comparar la abundancia relativa de STAT-1. (Figura
36)

Los virus prototipo y las cepas aisladas de sujetos infectados parecen tener
diferente capacidad para modular la respuesta de interferéon: En general la
mayoria de las cepas modularon negativamente la produccion de STAT-1 a
36 hpi: aislado 6870 disminuy6 un 30%, 692 un 7.2%; 694 un 34.7% y 696
un 35.4%; mientras que el aislado 4904 no redujo la produccién de STAT-1
(112%), todas con respecto a la expresidén basal de esta proteina en las
células Huh-7 post-tratamiento con IFNa. No se observé diferencia entre la

reduccion de STAT-1 en los virus prototipo contra los inactivados con luz UV.

7.7. Evaluacion de la respuesta de interferon por medio de arreglos de
qPCR.

Después de observar que la infeccién con DENV parecia modular de forma
diferencial la abundancia de STAT-1 y posiblemente la respuesta de IFN en
cepas virales circulantes en México, decidimos evaluar la expresion de
genes involucrados en la respuesta antiviral de Interferdn tipo I. La figura 37
muestra el disefio experimental empleado para cumplir el objetivo: En placas
de 6 pozos se sembraron 300,000 células por pozo, las cuales se infectaron
bajo las condiciones indicadas a una MOI de 0.01. Se permitié6 que la
infeccion se estableciera durante 48 horas, tras lo cual se removié el medio y
se realizo el tratamiento con IFNa (1000 Ul/mL) durante 1 hora. Transcurrido
el tiempo, se extrajo el RNA con el RNeasy Plus Mini Kit (QIAGEN). Los
RNA se cuantificaron por espectrofotometria (Nanodrop 2000, Thermos

Scientific) y se evalué su integridad por electoforesis capilar (Experion).
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Figura 37. Disefio experimental de la infeccion con DENV y tratamiento con IFN.
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Los parametros de calidad del RNA considerados fueron: Relacién A260:
A230 > 1.7, relacion A260:A280 con un valor entre 1.8 y 2.0 y la

concentracion determinada por A260 > 40 ug/mL. Los parametros de los

RNAs extraidos se muestran en la tabla 21 y los resultados de la

electroforesis capilar se muestran en la figura 38.

Condicién Concentracion Total obtenido
A260 | A280 | 260/280 | 260/230
experimental (ng/ul) (ng/ul)
1 HUH7 156.4 3910 3.91 | 1.878 2.08 2.15
2 D1 127.8 3195 3.196 | 1.479 2.16 2.21
3 D2 105.7 2642.5 2.644 | 1.221 217 1.72
4 D4904 178.6 4465 4.466 | 2.111 212 2.15
5 D6870 172.4 4310 4.309 | 2.036 212 1.96
6 D692 177.6 4440 4.441 | 2.082 213 1.7
7 HUH7+IFN 184.9 4622.5 4.622 | 2.208 2.09 2.02
8 D1+IFN 101.7 2542.5 2543 | 1.18 2.16 2.1
9 D2+IFN 104.8 2620 262 | 1.216 2.16 2.27
10 D4904+IFN 1971 4927.5 4.928 | 2.341 2.1 2.33
1 D6870+IFN 168 4200 4.199 | 1.971 213 1.89
12 D692+IFN 160.5 4012.5 4.012 | 1.905 2.1 2.29
Tabla 21. Concentracion y parametros de calidad de los RNAs extraidos.
L 2 3 4 6 ¥ é 8 10 mn 12
Muestra confﬁ‘;ién RQl
experimental
1 HUH7 10
2 D1 9.1
3 D2 9.3
4 D4904 9.9
- 5 D6870 9.7
I i e S— S S S— S S — —— — — g HUIID-|6792IFN g:
— u :
_ - - - 8 D1+IFN 9.5
—] e o S— e e e 9 D2+IFN 9.5
— 10 D4904+IFN 9.6
1 D6870+IFN 9.5
—
12 D692+IFN 9.7
D1 D2 4904 6870 692  HUH7 D2 4904 6870 692

IFN -

IFN+

Figura 38. Electroforesis capilar de los RNAs extraidos.
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El sistema Experion permitié calcular el RQIl, parametro de calidad
relacionado con la integridad del RNA evaluado. Para el montaje de los
arreglos de PCR se requiere que los RQI de los RNA a evaluar tengan un
valor mayor o igual a 7. Los RNAs que se extrajeron presentaron RQI
superiores a 9 y muy cercanos a 10, lo que nos aseguré que el material

genético estaba en concentracion e integridad 6ptimas.

Se retrotrancribié 1 pg de cada uno de los RNAs (kit RT? First Strand Kit,
QIAGEN) y se monté la mezcla con el master mix (RT? SYBR® Green ROX
gPCR Mastermix (QIAGEN). Todo bajo las condiciones indicadas por el
proveedor descritas en el RT? Profiler PCR Array Handbook (QIAGEN).

El analisis bioinformatico permitid distinguir que la mayoria de genes se
encontraban sobreexpresados (Figura 39) y a partir de los datos de la
plataforma online, se obtuvieron los Fold Change para cada uno de los
genes en cada condicion experimental. Para facilitar la interpretacion de los
datos, se generaron esquemas estilo ‘nubes de palabras’ (word clouds)
donde el tamafo del nombre del gen es proporcional al numero de veces

que se encuentra sobreexpresado. (Figuras 40 y 41).
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Figura 39. Mapa de calor de los genes modulados por IFN
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CAPITULO VIII
DISCUSION

X8 »

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
ano, 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 educacion
sanitaria son algunos de los factores relacionados a la diseminacién del
Aedes aegypti y al incremento en la circulacidn de los cuatro serotipos del

virus.'8®

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 replicacion viral empleando sistemas de estudio In vitro.

En la presente tesis doctoral se analizé primero el panorama nacional de los
casos positivos de dengue, para después hacer una descripcion de la
situacion estatal en Nuevo Leon, tanto en sujetos con cuadro sintomatico

como en pacientes asintomaticos. A partir de los casos sintomaticos se logré
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el aislamiento de particulas virales infecciosas que se probaron en sistemas
celulares para identificar el patron de expresion génica que inducen en el
hospedero para modular la respuesta antiviral innata (respuesta de

interferdn).

Inicialmente se analizaron los casos de dengue en México, observando que
entre la semana epidemioldgica 30 y 45 (el tercer cuarto de cada afo) se
presentd el aumento en los casos totales de dengue, y que el fendmeno se
ha mantenido constante, alcanzando los picos maximos entre las semanas
36 a 40. 2009 es el afio que habia reportado los maximos historicos
nacionales'®, para posteriormente haber una disminucion y en el 2013
presentarse un repunte casi de la misma magnitud en el total de casos
confirmados. La temporada anual con mayor incidencia en infecciones con
DENV parece por lo tanto ser el periodo comprendido entre finales del

verano y mediados de otofio.

El estado de Nuevo Ledn en el periodo 2008-2013, subio del lugar 12 al
quinto lugar nacional, aportando 7.7% de los casos que se registran en todo

el pais, cuando cinco afos antes aportaba unicamente el 2%.

Nuevo Leon tradicionalmente se ha caracterizado junto con la zona noreste
del pais, como un territorio seco y arido. El cambio climatico y el aumento en
las precipitaciones y humedad ambiental pudieran ser factores que lo han
convertido gradualmente en una region endémica a la presencia del vector
)191 y
por lo tanto, al incremento en el numero de casos registrados. Los resultados

(observacion reportada previamente por nuestro grupo de investigacion

analizados parecen indicar que efectivamente hay un repunte en el total de
casos de dengue reportados cada tres afios y que el aumento en el total
semanal ha sido hasta de dos veces mas que en el periodo de tres afos
anterior. Posiblemente esto se pueda deber al aumento en la conciencia

clinica y social frente a los casos de dengue, a la consulta médica oportuna y
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al arduo trabajo realizado por el NL-LESP en el proceso de confirmacion de
casos.” Sin embargo todo esto describe Unicamente el panorama de
cuadros sintomaticos, los cuales se han reportado que representan cerca del
20% de las infecciones con DENV (80% de las infecciones son

asintomaticas).'”®

Al momento de estudiar individuos asintomaticos y presuntivamente sanos,
se encontré evidencia de la presencia del DENV en una poblacién de
donantes de sangre. Los resultados obtenidos indicaron que 2.6% de los
donadores fueron clasificados como casos probables de infeccidon

asintomatica con base en criterios de laboratorio.

La seroprevalencia en pacientes asintomaticos aumenté un 30% en el
transcurso de 5 afios: del 2% en el 2007 al 2.6% en 2010-2012.""% La
seroprevalencia encontrada en la poblacidén de estudio incrementa el riesgo
de que los paquetes de sangre puedan ser recolectados a partir de donantes
virémicos asintomaticos o en fase subclinica de infeccién. Nuestros
resultados parecen indicar que en el estado de Nuevo Ledn existe un riesgo
de transmisién de la infeccion con DENV por recepcion de sangre
contaminada, casi 3 veces mas alto que para Treponema pallidum, 4 veces
mas alto que la posibilidad de infectarse con HCV e incluso 14 veces mas

alto que la posibilidad de adquirir HIV por via transfusional.

En muchos paises endémicos la infeccion con DENV asociada a transfusion
no se ha reconocido como un problema debido posiblemente a la falta de
conciencia de que el virus puede transmitirse por otros mecanismos
diferentes al vector, pudiéndose esto verse reflejado en el incremento de los
casos a nivel mundial."®® Debido a que en la NOM actual de manejo de
sangre con fines terapéuticos (NOM-253-SSA1-2012) no se encuentra
contemplado el diagnéstico de dengue, la transfusion en zonas endémicas

representa un alto riesgo de diseminacion de la infeccion por DENV.
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Debido a que a partir de los donantes asintomaticos no se logro rescatar
ninguna particula viral, decidimos evaluar sueros de sujetos infectados
trabajando en colaboracién con el LESP-NL. En el periodo de septiembre
2010 a diciembre 2013 se recolectaron 2145 sueros, de los cuales 386

fueron positivos para DENV NS1.

Al georreferenciar la ubicacién de cada uno de los casos estatales, se
encontré6 que se generaba una agrupacion (cluster) correspondiente a la
zona metropolitana de Monterrey. Los municipios que reportaron una mayor
incidencia de casos fueron Monterrey (352), Linares (248), Montemorelos
(238) y Guadalupe (201), y se ubicaron en colonias cercanas a zonas con
vegetacion y temperaturas templadas, asi como proximas a cuerpos de agua.
El grupo de edades que resulté mas afectado fue el correspondiente a
personas entre 18 y 40 afios (36.4%), seguidos de poblacién entre 40 y 60
anos (28.1), En su mayor parte fueron mujeres (66.9%), haciendo una

proporcion aproximada de 2:1 en la incidencia mujeres:hombres.

A partir de los sueros DENV NS1 positivos potencialmente virémicos se
aislaron 6 virus tipo 1, 6 tipo 2 y 1 tipo 4, los cuales se caracterizaron por
métodos moleculares para garantizar el haber obtenido cepas diferentes y
de serotipo unico (no coinfeccion). Todos los virus aislados corresponden a
cuadros de dengue clasico y el tiempo de toma de muestra post-aparicion de
los sintomas no excedio los tres dias. Los virus aislados son infectivamente
funcionales, capaces de generar enfermedad en sistemas In vivo y de

infectar lineas celulares con reproducibilidad.

Al infectar la linea Huh-7 con DENV prototipo y DENV aislados de paciente,
se encontroé que las células se infectaban a tiempos cortos y que se puede
detectar efecto citopatico en las monocapas a tiempos cortos (24 hpi). Se
observd que los virus prototipo generan una mayor progenie viral,

posiblemente debido a que se encuentran adaptados a crecimiento en lineas
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celulares. Se ha reportado que el DENV debe cursar con un proceso de
adaptacion cuando pasa de un hospedero a otro, lo que pudiera ser un factor

que module el potencial infectivo de las cepas circulantes.'®*

Muchos patégenos virales circulan entre humanos e insectos. Estos virus
deben presentar estrategias evolutivas para la adaptacion rapida a diferentes
ambientes relacionados al hospedero que infectan. Sin embargo, los
mecanismos moleculares de este fendbmeno no se conocen completamente.
Villordo y colaboradores examinaron cambios en la estructura de RNA del
genoma de DENV durante el proceso de adaptacion al hospedero. La
secuenciacion profunda y el analisis de la estructura de RNA, adicional a la
evaluacion de aptitud, revelaron un proceso de especializacion al nivel de la
estructura de la regién 3’-UTR del genoma de DENV, y la presencia de una
secuencia especifica’ Esta secuencia en 3'UTR es necesaria para la
replicacion en mosquitos pero no en humanos, y tiene la capacidad de
formar una pequena horquilla, siendo la primera secuencia identificada en un

flavivirus que se requiere con exclusividad para la replicacion en el vector. 1%

Estos procesos de adaptacion en la secuencia del DENV cuando cambia de
hospedero, también pueden inducir variaciones en las secuencias
gendmicas ligadas a la falta de correccion de la polimerasa viral, existiendo
la posibilidad de una modulacion positiva o negativa en su capacidad
infectante y posiblemente en la presentacion del cuadro clinico en pacientes
humanos, sugiriendo que cada cepa viral tiene un potencial diferencial para

el posible prondstico clinico, como lo reporté Umareddy."™

Usando virus de bajo pasaje aislados a partir de sueros virémicos,
infectamos la linea celular Huh-7 y se encontré que los virus tienen una
modulacién diferencial para STAT-1, lo que sugirié que pudieran generar una
respuesta de interferén caracteristica de cada cepa. Se ha reportado que la

infeccion con el DENV induce el aumento en la produccion y fosforilacion de
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STAT-1, IFN, IFIT-1/1ISG56 vy viperina.'®® Nosotros encontramos que no
todas las cepas virales indujeron el aumento en la producciéon de STAT-1
posterior al tratamiento con IFNa. Al comparar los niveles basales de STAT-
1 en células Huh-7 (100% STAT-1), los prototipos virales redujeron la
abundancia de STAT-1 en un 7% para DENV 1 (93% STAT-1), en un 19%
para DENV2 (81% STAT-1) mientras que de los aislados virales sélo D1-
4904 aumento los niveles de STAT-1 en un 12% (112% STAT-1). Los demas
aislados de pacientes presentaron una reduccion en la abundancia de STAT-
1 del 8 al 36%, donde el aislado D1-696 fue el que presentd la abundancia
mas baja de STAT-1 (64% en comparacion a las células sin infeccién). Esta
observacion resulta interesante debido a que se ha reportado que STAT-1 es
fundamental para la depuracion de la carga viral inicial, mientras que se han
reportado mecanismos de control independientes a STAT-1."%" Esto nos hizo
pensar que la capacidad de modular una proteina importante en la
sefalizacion por IFN pudiera también estar modulando la expresion génica y

el establecimiento de estado antiviral.

Empleando arreglos de qPCR dirigidos contra genes relacionados con la
respuesta de IFN tipo |, se analizaron 84 genes involucrados con la
induccion, produccion y actividad antiviral del interferén, y se encontré que
tanto los virus aislados de pacientes como los prototipos virales indujeron la
expresion de la mayoria de ellos con diferente grado de intensidad. Los
mapas de calor generados por la plataforma indicaron una sobreexpresion

en general de la mayoria de los 84 genes.

Los genes sobreexpresados en mayor magnitud por las células infectadas
con DENV 1 fueron CCL5, CD70, IFITm1, IL10, MNDA, MX1, OAS2 y TLRO.
El nivel de sobreexpresion fue variable, aunque se mantuvo constante que
en la mayoria de los casos los virus prototipo presentaban niveles mas altos
de expresion que los aislados de pacientes. CCL5 (RANTES) fue

sobreexpresado 2990.15 veces mas que el control sin infeccion, pero la
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expresion de este gen se redujo a la mitad post-tratamiento con IFN. Se
sabe que CCL5 tiene la capacidad para interactuar con CCR3, CCR5 y
CCR1'"8 Se sabe que el DENV tiene la capacidad de incrementar la
produccion de RANTES incrementando la union de NF-kB a sus sitios de
interacciéon sobre el promotor de CCL5 como consecuencia de la union de
DENV NS5.'° E| aislado de paciente D1 692 indujo la expresion de TLR9
con mayor magnitud que los otros virus. TLR9 sefaliza a las células vecinas
para iniciar las reacciones pro-inflamatorias que resultan en la produccion de
IFN tipo | e IL-12.2°° Se ha descrito que la sobreexpresion de TLR9 en la

infeccién con DENV se relaciona con cuadros no complicados.?%

En el caso de los cultivos infectados con DENV2, el prototipo DENV2 NGC
indujo 115 veces mas IFNa que DENV2-6870, sin embargo al tratar con
IFNa el prototipo redujo la expresion de IFN al 6%, mientras que DENV2-
6870 lo incremento6 al 112%. Los genes mas inducidos por DENV2NG fueron
BST2, CCL5 y CD70, mientras que los mas inducidos por DENV2-6870
fueron IFITM1, CD70 y OAS2. La diferencia de expresion en CCL5 fue muy
amplia, donde el prototipo lo indujo 10000 veces, mientras que el aislado de
paciente lo hizo unicamente 6 veces. Resulté interesante observar que
después del tratamiento con IFN, la induccion de genes relacionados con

estrés oxidativo aumenté 100 veces mas que en los controles sin infeccion.

Se ha observado que los patrones de expresion génica como respuesta a la
infeccion con DENV son muy variables, y parecieran correlacionarse con el
pronostico de la presentacion clinica. Algunos genes que se han reportado
como subexpresados son TNFa (TNF), IL8, C1S, IL2, IL3, IL4, IL5, IL9, IL10,
IL13, CD80, CD28, MMP10, MMP12, MMP15, MMP16 y MMP24. Los genes
que se han observado sobreexpresados en la infeccion con DENV son
RANTES (CCL5), MIP-1a (CCL3L1/CCL3L3), MIP-18 (CCL4L1); TGF B y
TIMP1.178
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Por lo tanto, se observé que las cepas aisladas inducen diferentes niveles de
expresion en los ISG. Los DENV prototipo y aislados de pacientes tuvieron
capacidades diferentes para reducir el efecto del tratamiento con interferdn,
observando como multiples ISG redujeron su expresion mientras las células
estaban infectadas. Los virus serotipo 2 indujeron niveles de expresion mas
altos que los virus serotipo 1, lo cual pudiera dar indicio de la razon por la
cual clinicamente la infecciéon con DENV2 es mas agresiva en comparacion

con los otros tres serotipos.?®’

En los ultimos cinco afios se ha aprendido mucho sobre los mecanismos
moleculares que el DENV emplea para poder completar su ciclo de
replicacion. ElI camino para el entendimiento total es largo pero cada vez nos
encontramos mas cerca de obtener datos concluyentes. El presente trabajo
representa el primer estudio de expresion a nivel nacional que se realiza con

cepas circulantes en el pais aisladas a partir de pacientes virémicos.
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CONCLUSIONES
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1. En el periodo 2008-2013, el estado de Nuevo Ledn se ubicé en
5° lugar nacional, aportando 7.7% de los casos que se
registran en todo el pais, lo cual es relevante ya que en los
cinco anos anteriores aportaba unicamente el 2%.

2. La prevalencia anual de dengue en Nuevo Leodn es variable,
presentando picos de alta prevalencia cada tres afos, con el
mayor numero de casos en los meses de agosto a noviembre y
en su mayoria con presentacién clinica clasica (mas del 50%
de los casos totales, en el afio 2013).

3. Los casos asintomaticos representan un riesgo de transmision
de DENV, que se evidencia con el hallazgo e incremento del 2
al 26 % de marcadores de fase aguda para DENV en
donadores de sangre de NL.

4. Debido a que en la NOM-253-SSA-1-2012 que versa sobre el
manejo actual de sangre con fines terapéuticos no incluye
tamizaje para dengue, este hallazgo resalta el riesgo continuo
de adquirir la infeccion mediante transfusion de hemoderivados
en zonas endémicas por DENV ademas de la transmision por
vector.

5. Se aislaron 13 virus a partir de sujetos virémicos: 6 DENV-1, 6
DENV-2 y 1 DENV-4. Todos se caracterizaron por métodos
moleculares para garantizar el haber obtenido cepas diferentes
y de serotipo unico. Los virus aislados son funcionales,
capaces de generar enfermedad en sistemas In vivo y de

infectar lineas celulares.
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6. Los DENV aislados tienen la capacidad de generar efecto
citopatico a MOI bajas. Se observé que las células se infectan
a tiempos cortos y que los aislados de pacientes replican de
forma mas lenta que los virus prototipo, generando una menor
progenie viral en periodos similares de infeccion.

7. Se encontré que los virus aislados presentaron una modulacion
diferencial para STAT-1, lo que sugiri6 que pudieran generar
una respuesta de interferdn caracteristica de cada cepa.

8. Al evaluar la respuesta de IFN por arreglos de qRT-PCR, se
observd que las cepas DENV aisladas de pacientes exhiben
una expresion diferencial de los genes ISG comparados con las
cepas prototipo.

9. Los DENV prototipo y aislados de pacientes tuvieron
capacidades diferentes para reducir el efecto del tratamiento
con interferén, observando como multiples ISG (como OAS2,
IL10, MX1, CCL5) modularon su expresion en células
infectadas.

10.Los virus serotipo 2 indujeron niveles de expresion mas altos
que los virus serotipo 1, lo cual podria en parte explicar
clinicamente porque la infeccion con DENV2 es mas agresiva

en comparacion con los otros tres serotipos.
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CAPITULO XI
ANEXOS

X8 »

11.1. TABLA DE GENES EVALUADOS EN EL ARREGLO DE PCR
PAHS-016ZA (QIAGEN)

Position Unigene Refseq Symbol Description
A01 Hs.12341 NM_001111 ADAR Adenosine deaminase, RNA-specific
A02 Hs.523309 NM_004281 BAG3 BCL2-associated athanogene 3
A03 Hs.118110 NM_004335 BST2 Bone marrow stromal cell antigen 2
A04 Hs.2490 NM_033292 CASP1 Caspase 1, apoptosis-related cysteine peptidase (interleukin 1, beta, convertase)
A0S Hs.74034 NM_001753 CAV1 Caveolin 1, caveolae protein, 22kDa
A06 Hs.303649 NM_002982 CCL2 Chemokine (C-C motif) ligand 2
A07 Hs.514821 NM_002985 CCL5 Chemokine (C-C motif) ligand 5
A08 Hs.715224 NM_001252 CD70 CD70 molecule
A09 Hs.838 NM_005191 CD80 CD80 molecule
A10 Hs.171182 NM_006889 CD86 CD86 molecule
A11 Hs.238990 NM_004064 CDKN1B Cyclin-dependent kinase inhibitor 1B (p27, Kip1)
A12 Hs.701991 NM_000246 CIITA Class I, major histocompatibility complex, transactivator
BO1 Hs.76452 NM_000567 CRP C-reactive protein, pentraxin-related
B02 Hs.632586 NM_001565 CXCL10 Chemokine (C-X-C motif) ligand 10
BO3 Hs.190622 NM_014314 DDX58 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 58
B04 Hs.131431 NM_002759 EIF2AK2 Eukaryotic translation initiation factor 2-alpha kinase 2
B05 Hs.62661 NM_002053 GBP1 Guanylate binding protein 1, interferon-inducible
B06 Hs.713441 NM_002116 HLA-A Major histocompatibility complex, class I, A
BO7 Hs.77961 NM_005514 HLA-B Major histocompatibility complex, class |, B
B08 Hs.650174 NM_005516 HLA-E Major histocompatibility complex, class I, E
B09 Hs.512152 NM_002127 HLA-G Major histocompatibility complex, class |, G
B10 Hs.380250 NM_005531 IFI16 Interferon, gamma-inducible protein 16
B11 Hs.532634 NM_005532 IFI27 Interferon, alpha-inducible protein 27
B12 Hs.14623 NM_006332 IFI30 Interferon, gamma-inducible protein 30
Co1 Hs.523847 NM_002038 IFI6 Interferon, alpha-inducible protein 6
C02 Hs.163173 NM_022168 IFIH1 Interferon induced with helicase C domain 1
C03 Hs.20315 NM_001548 IFIT1 Interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 1
Co4 Hs.437609 NM_001547 IFIT2 Interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 2
C05 Hs.744072 NM_001549 IFIT3 Interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 3
C06 Hs.458414 NM_003641 IFITM1 Interferon induced transmembrane protein 1 (9-27)
Cco7 Hs.709321 NM_006435 IFITM2 Interferon induced transmembrane protein 2 (1-8D)
Cco8 Hs.374650 NM_021034 IFITM3 Interferon induced transmembrane protein 3
Co09 Hs.37026 NM_024013 IFNA1 Interferon, alpha 1
Cc10 Hs.211575 NM_000605 IFNA2 Interferon, alpha 2
c11 Hs.1510 NM_021068 IFNA4 Interferon, alpha 4
C12 Hs.529400 NM_000629 IFNAR1 Interferon (alpha, beta and omega) receptor 1
Do1 Hs.708195 NM_000874 IFNAR2 Interferon (alpha, beta and omega) receptor 2
D02 Hs.93177 NM_002176 IFNB1 Interferon, beta 1, fibroblast
D03 Hs.682604 NM_176891 IFNE Interferon, epsilon
D04 Hs.73010 NM_002177 IFNWA1 Interferon, omega 1
D05 Hs.193717 NM_000572 IL10 Interleukin 10
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D06 Hs.602618 NM_000585 IL15 Interleukin 15

Do7 Hs.654458 NM_000600 IL6 Interleukin 6 (interferon, beta 2)

D08 Hs.436061 NM_002198 IRF1 Interferon regulatory factor 1

D09 Hs.654566 NM_002199 IRF2 Interferon regulatory factor 2

D10 Hs.289052 NM_001571 IRF3 Interferon regulatory factor 3

D11 Hs.521181 NM_001098629 IRF5 Interferon regulatory factor 5

D12 Hs.166120 NM_001572 IRF7 Interferon regulatory factor 7

EO1 Hs.1706 NM_006084 IRF9 Interferon regulatory factor 9

E02 Hs.458485 NM_005101 ISG15 1SG15 ubiquitin-like modifier

EO3 Hs.459265 NM_002201 1ISG20 Interferon stimulated exonuclease gene 20kDa

E04 Hs.207538 NM_002227 JAK1 Janus kinase 1

EO5 Hs.656213 NM_004972 JAK2 Janus kinase 2

E06 Hs.80395 NM_002371 MAL Mal, T-cell differentiation protein

EO7 Hs.132966 NM_000245 MET Met proto-oncogene (hepatocyte growth factor receptor)
E08 Hs.153837 NM_002432 MNDA Myeloid cell nuclear differentiation antigen

E09 Hs.517307 NM_002462 MX1 Myxovirus (influenza virus) resistance 1, interferon-inducible protein p78 (mouse)
E10 Hs.926 NM_002463 MX2 Myxovirus (influenza virus) resistance 2 (mouse)

E11 Hs.82116 NM_002468 MYD88 Myeloid differentiation primary response gene (88)

E12 Hs.54483 NM_004688 NMI N-myc (and STAT) interactor

FO1 Hs.709191 NM_000625 NOS2 Nitric oxide synthase 2, inducible

F02 Hs.524760 NM_002534 OAS1 2'-5'-oligoadenylate synthetase 1, 40/46kDa

FO3 Hs.414332 NM_002535 OAS2 2'-5'-oligoadenylate synthetase 2, 69/71kDa

F04 Hs.526464 NM_033238 PML Promyelocytic leukemia

F05 Hs.496255 NM_002744 PRKCZ Protein kinase C, zeta

F06 Hs.512410 NM_002818 PSME2 Proteasome (prosome, macropain) activator subunit 2 (PA28 beta)
Fo7 Hs.349094 NM_002351 SH2D1A SH2 domain containing 1A

FO08 Hs.521482 NM_003028 SHB Src homology 2 domain containing adaptor protein B
F09 Hs.50640 NM_003745 SOCS1 Suppressor of cytokine signaling 1

F10 Hs.743244 NM_007315 STAT1 Signal transducer and activator of transcription 1, 91kDa
F11 Hs.530595 NM_005419 STAT2 Signal transducer and activator of transcription 2, 113kDa
F12 Hs.463059 NM_003150 STAT3 Signal transducer and activator of transcription 3 (acute-phase response factor)
GO1 Hs.352018 NM_000593 TAP1 Transporter 1, ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP)
G02 Hs.29344 NM_182919 TICAM1 Toll-like receptor adaptor molecule 1

G03 Hs.522632 NM_003254 TIMP1 TIMP metallopeptidase inhibitor 1

G04 Hs.657724 NM_003265 TLR3 Toll-like receptor 3

G05 Hs.659215 NM_016562 TLR7 Toll-like receptor 7

G06 Hs.660543 NM_138636 TLR8 Toll-like receptor 8

G07 Hs.87968 NM_017442 TLR9 Toll-like receptor 9

G08 Hs.379754 NM_198282 TMEM173 Transmembrane protein 173

G09 Hs.478275 NM_003810 TNFSF10 Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 10
G10 Hs.510528 NM_003300 TRAF3 TNF receptor-associated factor 3

G111 Hs.75516 NM_003331 TYK2 Tyrosine kinase 2

G12 Hs.73793 NM_003376 VEGFA Vascular endothelial growth factor A

HO1 Hs.520640 NM_001101 ACTB Actin, beta

HO2 Hs.534255 NM_004048 B2M Beta-2-microglobulin

HO3 Hs.544577 NM_002046 GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

HO4 Hs.412707 NM_000194 HPRT1 Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1

HO05 Hs.546285 NM_001002 RPLPO Ribosomal protein, large, PO

HO6 N/A SA_00105 HGDC Human Genomic DNA Contamination

HO7 N/A SA_00104 RTC Reverse Transcription Control

HO08 N/A SA_00104 RTC Reverse Transcription Control

HO09 N/A SA_00104 RTC Reverse Transcription Control

H10 N/A SA_00103 PPC Positive PCR Control

H11 N/A SA_00103 PPC Positive PCR Control

H12 N/A SA_00103 PPC Positive PCR Control
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11.2. DISENO DEL ARREGLO DE qPCR QIAGEN PAHS-016ZA.
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11.3. TECNICAS Y PROTOCOLOS

- CULTIVO CELULAR -

1. SUPLEMENTO DE MEDIOS DE CULTIVO

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

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

* Pipetor.

. Medio Leibovitz (L-15).

Reactivos

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

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

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

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

* Solucién de bicarbonato de sodio al 7.5% esterilizado por membrana,
100 mL, In vitro S.A.
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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, 5.5 mL de solucidon antibidtico/antimicotico

(100X) y 55 mL de solucion de aminoacidos no esenciales

(concentracion final 1X). El medio al 10% es el que se debe utilizar para

subcultivar.

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

antibiético/antimicético + 5 mL de aminoacidos no esenciales.

Observaciones

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.

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 ainaden 3 mL de solucién de bicarbonato y lograr un pH de
7.2.

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

Reactivos

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

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

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

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

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

Protocolo

a) Medio con 2% de SBF para mantenimiento de células 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 solucion 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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lll. Medio MEM para células BHK-21

Reactivos

Medio de cultivo Minimum Essential Medium (MEM) en polvo. GIBCO.
Cat. 41500-018.

Bicarbonato de sodio grado reactivo. Sigma.

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

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

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

Protocolo

El medio se prepara de acuerdo a las especificaciones indicadas por Gibco,

unicamente ajustando cantidades para el volumen deseado, en lugar de los

10L totales que rinde el frasco completo.

1.
2.

Medir 475 mL de agua miliQ estéril en una botella estéril de 500 mL.
Pesar 4.8 g de medio MEM en polvo, en una placa estéril de cultivo,
adicionando el polvo dentro de la campana de cultivo celular y

saliendo a pesar en la balanza granataria.

. ARadir el medio en polvo al agua, a temperatura ambiente y después

homogenizar suavemente la solucion con agitacidn magnética. Lavar
la placa con 5 mL de agua miliQ.

Pesar y adicionar de la misma forma 1.1 g de NaHCO;3; de la misma
forma que se hizo con el medio en polvo. Lavar la placa también con

5 mL de agua miliQ.

5. Aforar el volumen a 500 mL.

6. La adicion de estos reactivos debe dar un pH cercano a 7.8-7.9. Se

puede medir el pH de una alicuota de medio para confirmar.
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7. Esterilizar el volumen total de medio por filtracion a través de una
membrana de 0.22 ym. Posterior a la filtracién, el pH aumenta entre
0.1 y 0.3 unidades. Esto es normal.

8. Suplementar el medio 1X con antibiético/antimicotico penicilina-
estreptomicina (5mL/100X/Gibco) y tomar alicuota de 5 mL para
realizar prueba de esterilidad.

9. Si no hubo crecimiento a las 24 horas, suplementar al 7% con suero

bovino fetal (35 mL) y alicuotar en volumenes de 50 mL.
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2. MANTENIMIENTO DE LINEAS CELULARES.

Fundamento
El subcultivo provee la oportunidad para expandir la poblacion celular
total, aplicar presion selectiva empleando en el medio un agente de
seleccion y permitir la generacion de cultivos réplica para caracterizacion,
experimentacion, preservacion y congelacion. Cuando el cultivo se
encuentra aproximadamente al 90% de confluencia, es necesario realizar
su subcultivo para asegurar la formacion de monocapas y evitar los
cumulos celulares. Los pasajes permiten mantener limpio el medio de
cultivo y evitar la aglomeracion 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
* Pipetas seroldgicas de 5 mL. Marca Corning. Cat. 4487.
* Pipetas serologicas de 10 mL. Marca Corning. Cat. 4488.
* Pipetas seroldgicas de 2 mL. Marca Fisherbrand. Cat. 13-678-11C.
« Botellas para cultivo celular de 25 cm?.
c) Con filtro. Marca Corning. Cat. 430639.
d) Con tapa de rosca. Marca Corning. Cat. 430168.
 Botellas para cultivo celular de 75 cm?.
c) Con filtro. Marca Corning. Cat. 430641.
d) Con tapa de rosca. Marca Corning. Cat. 430199.
* Raspadores celulares (gendarmes) de 25 cm. Marca Corning. Cat.
3010.
* Pipeta pasteur. Marca Corning. Cat. 101001440.

Reactivos

e Medio de cultivo
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a) Medio L-15 (Leibovitz). Marca In vitro SA, cat. ME-040.
Suplementado al 5% con suero bovino fetal.

b) Advanced DMEM. Marca GIBCO cat. 12491015. Suplementado al
2% con suero bovino fetal.

¢) Minimum Essential Medium w/L-Glut. Marca GIBCO cat. 41500-018
Suplementado al 7% con suero bovino fetal

Solucion buffer salino de fosfatos (PBS) 1X.

Tripsina-EDTA 0.25% 500 mL. Marca GIBCO cat. 15050057.
Aminoacidos no esenciales 100X. Marca GIBCO cat. 11140-050.
L-glutamina 100X. Marca GIBCO cat. 25030081.

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

Equipo

Campana de flujo laminar.
Bomba de vacio.

Centrifuga.

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

Bomba de presién y vacio.

l. Protocolo para células C6/36

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

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

con gendarme para desprender la mayoria de células. Hacer dilucion
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1:10 en botellas nuevas o dependiendo de la necesidad de botellas a
sembrar.

Ajustar volumen final en las botellas subcultivadas (25 cm? 5 mL
medio, 75 cm?, 10 mL medio).

Al cultivo inicial afadir 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 coloraciéon 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.

127




EVALUACION DE LOS PERFILES DE RESPUESTA A INTERFERON INDUCIDOS POR LA INFECCION CON EL VIRUS DEL DENGUE

3. Retirar el PBS 1X por aspiracion.

4. 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.

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

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

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

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

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

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

11.Resuspender completamente con ayuda de una pipeta de 2 mL (o con
una puntilla de 1000 uL) el botén 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..

Observaciones

* Las células no deben exponerse mas de 10 minutos al PBS 1X y no

mas de 5 minutos a la tripsina.
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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.

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.

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.

lll. Protocolo para células BHK-21

1.

Aspirar el medio de cultivo del interior de la botella/placa con ayuda
de una pipeta Pasteur, teniendo cuidado de no raspar la monocapa
celular.

Para una botella T-25 o una placa P-100, adicionar 1 mL de tripsina
1X a temperatura ambiente. No precalentar la tripsina a 37°C, usar el
bafio de agua sdélo para descongelarla, pero dejar que alcance
temperatura ambiente de forma gradual. Permitir durante 50
segundos el contacto de la tripsina con la monocapa celular
homogenizando con movimientos circulares el volumen anadido. De
ninguna forma golpear la botella/placa.

Remover la tripsina por aspiracion. Permitir que las células sigan en
contacto con la tripsina residual durante otros 50 segundos.

Colocar 3 mL de medio MEM al 7%SBF en la botella/placa
tripsinizada, y con ayuda de este volumen terminar de desprender las
células, banando la monocapa celular en ocasiones repetidas con el
medio de cultivo adicionado.

Para mantenimiento de la linea celular, se recomienda que en una
placa P-100 se coloquen 500 pL de las células desprendidas, si no,

resuspender a la densidad celular deseada.
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Observaciones

* No exceder tiempo con la tripsina. Las células BHK-21 son
sensibles a su actividad proteolitica, por lo cual se debe manejar
en tiempos cortos.

* Hacer recambio de medio cada 48 horas.

* Las células BHK estan contaminadas con micoplasma, por lo cual
no se recomienda sembrar densidades celulares muy altas, de tal
forma que las células se puedan duplicar manteniendo baja la
concentracion del parasito intracelular. Por lo mismo, se
recomienda tripsinizar dos veces por semana.

* Si se van a usar para ensayos de PFU, las células BHK21 dejan
de plaquear en promedio alrededor de los cinco meses. Como
alternativa, descongelar un vial nuevo mas joven.

* Si se van a plaquear en formato de 24 pozos, no se recomienda
sembrar densidades celulares para infectar 24 horas post-
subcultivo. Usar una densidad de 3 a 5 x 10* células/pozo vy
permitir que la confluencia aumente a un 80% en el transcurso de
48 horas.
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3. RECUENTO CELULAR

Fundamento

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

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 suspension celular a
contabilizar. El resultado se obtiene multiplicando el numero de células
contadas en la camara de neubauer por el valor de la dilucién realizada

(4 u 8) por el valor del factor de la camara (1 x 10%).

131




EVALUACION DE LOS PERFILES DE RESPUESTA A INTERFERON INDUCIDOS POR LA INFECCION CON EL VIRUS DEL DENGUE

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.
Céamara de Neubauer.
Microscopio.

Incubadora con tanque de CO..

Protocolo

1.

Procesar las botellas de cultivo hasta la resuspension y disgregacion
en medio nuevo de las células. Procurar una disgregaciéon completa,
sin que el medio presente cumulos del cultivo flotando o suspendidos.
Tomar una alicuota de 60 pL de medio de cultivo nuevo y depositarla
en un tubo conico de 200 pL.

Medir una alicuota de 10 uL de la suspensién celular y depositarla en
el tubo conico del 200 uL. Procurar homogenizar completamente

antes de realizar la medicion, puesto que de

forma natural las células precipitan volviendo a formar el botén al
fondo del tubo donde se centrifugaron.

Medir 10 uL del colorante azul tripano y colocarla en el tubo cénico de
200 pL
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10.

11.

12.

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

Depositar 10 pyL de la suspensién celular con colorante en la camara
de Neubauer.

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 niUmeros.

Contar el numero de células en el cuadrante central de 5 x 5 (Figura X,
numero 5). Registrar la cantidad.

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

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.

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.

133




EVALUACION DE LOS PERFILES DE RESPUESTA A INTERFERON INDUCIDOS POR LA INFECCION CON EL VIRUS DEL DENGUE

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 contaminacion, fallas en la incubadora o
agotamiento del medio de cultivo. Se recomienda congelar 1 x 10° — 1 x
10" células/mL en suero bovino fetal suplementado con un agente
conservador (glicerol o DMSO) a una concentracion del 5-10%, para
proteger a las membranas del dafio causado por los cristales de agua. La
congelacion debe ser lenta y se recomienda que el almacenamiento final
se realice en un tanque de nitrogeno liquido, donde las células pueden

permanecer viables durante varios anos.

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

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

¢ Hielo.
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Equipo

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

Hielera.

Refrigerador de -20 — 0 °C.

Ultracongelador Revco.

I. 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 uL de la suspension celular y anadir 10 uL
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

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

3. Resuspender células en suero bovino fetal completo. Afadir tanto
suero como sea necesario para obtener una suspensidn 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 uyL de DMSO. No flamear después de
colocar el disolvente.

6. Depositar en cada vial 900 uL de la suspensidon 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.

136




EVALUACION DE LOS PERFILES DE RESPUESTA A INTERFERON INDUCIDOS POR LA INFECCION CON EL VIRUS DEL DENGUE

5. DESCONGELACION DE LINEAS CELULARES

Fundamento
El proceso de congelacion resulta estresante para las células. El uso de
una buena técnica de descongelacidn asegura que una alta proporcidn
de las células congeladas sobrevivan. Es importante evitar
manipulaciones bruscas de los volumenes de las alicuotas congeladas,

ya que las membranas celulares se encuentran altamente sensibilizadas.

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

Reactivos
* Medio de cultivo
a) Para C6/36: L-15 suplementado al 5% con suero bovino fetal.
b) Para Huh-7: Advanced DMEM suplementado al 2% con suero

bovino fetal.

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

¢ Incubadora.
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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

0 macerados de mosquitos.

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

por inmunofluorescencia. Los virus del dengue suelen ser citopaticos.

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-1 y H-
17247 de DENV-2.

Material
* Pipetas seroldgicas de 5 mL. Marca Corning. Cat. 4487.
* Pipetas seroldgicas de 2 mL. Marca Fisherbrand. Cat. 11-678-11C.
* Cultivos confluentes de células C6/36 en botellas sin filtro de 25 cm?.
* Virus prototipo Dengue 1 cepa H-159911 conservado a -80°C.
* Virus prototipo Dengue 2 cepa H-17247 conservado a -80°C.
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Reactivos
* Medio L-15 suplementado al 2% con suero bovino fetal.

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

Equipo
e Campana de flujo laminar.

* Pipetor.

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).

6. Adicionar al medio 100 — 150 pL 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.

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

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

* 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.

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

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

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

* Si la infeccién se hace en tubos (Nunc, Nunclon surface), cultivar
células a confluencia depositando 2.5 mL de la suspensiéon 1:10 de
células proveniente de botella de 75 cm? (medio 10% SBF). Antes de
realizar la infeccion 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.

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

* Tubos eppendorf de 1.5 mL estériles.

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

1. Transcurridos de 12 a 15 dias de la infeccién celular, se puede
cosechar el virus.

2. Si el cultivo se hizo en tubo, vortexear para desprender las células. Si
el cultivo se realizd 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?).

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

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

7. Almacenar a -70°C.

Observaciones

La mezcla suero bovino fetal - bicarbonato se usa para proteger las

particulas virales. El pH basico les proporciona estabilidad.
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- 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 adicion de cloroformo y la posterior
centrifugacion, separa la mezcla en dos fases (acuosa y organica). El
RNA se precipita afiadiendo isopropanol a la fase acuosa y se recupera

por centrifugacion.

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

* Pipetas automaticas.

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

Equipo

* Centrifuga refrigerada.

e Campana de flujo laminar.
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Protocolo

. Remover medio por aspiracidn 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 extraccion de RNA a un
extracto viral, usar una proporcion 1:1 volumen, La adicion 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 pL de cloroformo frio por cada 200 pL de TRIzol empleados.

Mezclar por inversion 15 segundos.

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

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

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

10.
11.

12.
13.

14.

de isopropanol frio por cada mililitro de TRIzol empleado.

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

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

Fase de lavado: Remover el sobrenadante y lavar la pastilla con 1 mL
de etanol frio por cada mililitro de TRIzol empleado. Mezclar con
vortex.

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

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

Dar un pequefio spin a temperatura ambiente para poder eliminar los

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

15.Resuspender la pastilla en 20-30 yL 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
* Microtubos de 0.2 mL. Marca Axygen. Cat. PCR-02-C1.

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

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

1. Colocar en un tubo eppendorf de 0.2 mL 1 puL de random primers, 3
pML de RNA 'y 7.5 yL de agua DEPC.

2. Colocar los tubos en el termociclador a 72 °C durante 10 minutos.

3. Incubar la muestra en hielo durante 3 minutos.

4. Preparar la siguiente mezcla de reaccion: 4 yL de buffer RT 5X, 2 uL
de DTT 0.1 M, 0.5 uL de inhibidor de RNAsas y 1 yL de dNTPs 10
mM.

5. Anadir 8 pL de la mezcla de reaccion al tubo que se incub6 en hielo,
asi como 1 pL de la enzima MMLV.

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

a) 10 minutos/ 25 °C.
b) 60 minutos/ 37 °C.
c) 5 minutos/ 94 °C.
d) 10 minutos/ 4 °C.
7. Terminando el programa del termociclador, 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
DTT0.1M 2 uL 2 25°C 10 minutos
RNAse out 0.5uL 3 37 °C 60 minutos
dNTPs 10 mM 1 uL 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 diagnostico 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 regién C y pre-M del genoma viral.
Posteriormente en una segunda ronda de amplificacion, utilizando
primers especificos para cada serotipo (‘Type Specific primers’, TS: TS1,
TS2, TS3 y TS4) se amplifica un fragmento con un tamano particular para
cada serotipo viral. [J. Virol. Meth. 72:27-41].

615
492
369

511 bp

246

- l-m- NSI '2A 28 NS3 4A 48
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D1 I> < D2 Amplicén universal
E TS1

D1[> <@Ts/ T Amplicon s1s D1 482 bp
E _E Ts4  serotipo-especifico 369 D2 119 bp
\m 246 D3 290 bp

D4 392 bp
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Esquema de amplificacion 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
* Microtubos de 0.2 mL. Marca Axygen. Cat. PCR-02-C1.

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

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

¢ Horno de micro-ondas. Marca Panasonic.
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Protocolo
Condiciones de reaccion:
PCR D1-D2 PCR D1-TS
Reactivo y concentracion Volumen Reactivo y concentraciéon Volumen
(bL) (bL)
Agua Mili Q 13.8 uL Agua Mili Q 12.2 uL
Buffer PCR 10X 2L Buffer PCR 10X 2.5 L
MgCl, 50 mM 1.5uL MgCl,; 50 mM 1.5 uL
dNTPs 10 mM 0.5 pL dNTPs 10 mM 0.5 pL
Primer D1 10 uM 0.7 uL Primer D1 10 uM 1L
Primer TS1 10uM 0.7 uL Primer TS1 10 uM 0.5uL
Taq polimerasa 0.3 uL Primer TS2 10 uM 0.5uL
cDNA 5uL Primer TS3 10 uM 0.5uL
Volumen total 25 uL Primer TS4 10 uM 0.5uL
Taq polimerasa 0.3 uL
cDNA 5uL
Volumen total 20 uL

Programa para la amplificacion de DENV1 y DENV2.

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

Reactivos

Carboximetil celulosa viscosidad media SIGMA cat. C4888-500G.
Naphtol Blue Black SIGMA cat. N3393-25G

Acido acético glacial. J.T. Baker cat. 9508-05.

Preparacion de reactivos

Medio de cultivo MEM 2X

1.

Seguir el mismo protocolo de preparacién del medio MEM normal,
pero pesar 4.8 g de medio MEM, 1.1 g de NaHCO; y llevar a un

volumen de 250 mL.

. Suplementar con 2.5 mL de penicilina-estreptomicina y si no hay

crecimiento en la prueba de esterilidad, suplementar con 10 mL de
SBF.

Importante: El medio MEM 2X puede precipitar al realizar la prueba de
esterilidad. No representa ningun problema ya que los sélidos que
precipitan se disolveran al momento de la preparacion de la

carboximetilcelulosa al 0.8%.

Carboximetilcelulosa al 1.6%

1.

Pesar 2 g de carboximetilcelulosa de viscosidad media y adicionarlos
lentamente a 125 mL de agua mili Q. Hacer esta mezcla en una
botella de cristal de 250 mL de capacidad.

Permitir agitacion mecanica de la suspension hasta que se disuelva
todo el sdlido o hasta que la viscosidad de la mezcla impida que el

agitador magnético realice su funcién de forma correcta.

3. Esterilizar inmediatamente y almacenar a 4°C.
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Carboximetilcelulosa al 0.8% en medio MEM.

1. En el frasco donde se prepard la carboximetilcelulosa al 1.6%,
adicionar bajo condiciones de esterilidad, 125 mL de medio MEM 2X.

2. Empleando agitacion magnética homogenizar la mezcla sin generar
muchas burbujas en su interior.

3. Almacenar a 4°C y no abrir la botella fuera de la campana de cultivo

celular.

Naphtol Blue Black para tincion de placas

1. Pesar 250 mg de Naphtol Black Blue, 3.4 g de acetato de sodio y
disolver en 200 mL de agua miliQ empleando agitacién magnética.

2. Adicionar 15 mL de acido acético glacial y aforar a 250 mL con agua
miliQ.

3. Dejar reposar 30 minutos a temperatura ambiente.

4. Almacenar a temperatura ambiente, protegido de la luz con papel

aluminio.

Protocolo

I. MONTAJE DEL ENSAYO E INFECCION VIRAL.
1. Sembrar previamente células BHK21 en formato de 24 pozos,
empleando una densidad de siembra de 3 x 10* células/pozo
y permitir que la confluencia aumente a un 80% en el

transcurso de 48 horas antes de infectarlas.

2. En 8 tubos Eppendorf de 0.6 mL colocar 450 pL de solucion
de Hanks.
3. Preparar diluciones seriadas colocando 50 uL del extracto

viral en el primer tubo. Vortexearlo y transferir 50 pL de la

dilucién preparada y sin tocar el liquido, en el siguiente tubo.
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Es importante cambiar la puntilla entre diluciones para evitar
el arrastre de particulas virales entre ellas.

4. Incubar 10 minutos a 37°C las diluciones virales seriadas.
Remover por aspiracion el medio de cultivo de las células
BHK, excepto a las células de los pozos NTC. Rotular la
placa con los datos pertinentes.

6. Anadir 200 pL de la dilucion viral mas baja al pozo
correspondiente y su duplicado. Cubriendo con la tapa de la
placa los pozos cercanos para que no se contaminen entre
ellos.

7. Sin cambiar la puntilla, continuar colocando las siguientes
diluciones virales en los pozos correspondientes en orden de
concentracion creciente.

Incubar la placa durante una hora a 37°C.
Transcurrido el tiempo, adicionar 1 mL de CMC 0.8% a cada
poZzo.

10. Incubar durante 5 dias a 37°C/5% COa,.

Il. TINCION DE PLACAS

1. Remover medio con CMC por aspiracion.

2. Anadir Naphtol Black blue a cada pozo cubriendo la monocapa
completamente. No es necesario afadir un volumen exacto,
menos de 1 mL debe funcionar.

Incubar a temperatura ambiente las placas durante 30 minutos.

4. Lavar la placa decantando el colorante en la tarja y sumergiéndola
en un molde con agua. Repetir tres veces.

5. Sacudir placa tefiida en una toalla de papel y una vez seca,

realizar el recuento de focos de lisis.
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lll. RECUENTO DE FOCOS LITICOS.

1.

Contar el numero de focos liticos en cada pozo hasta donde se
puedan observar bien definidos.

Dividir entre 200 pL el numero de placas liticas contadas y
multiplicarlas por 1000 pL. Multiplicar el resultado obtenido por el

valor de la dilucion mas baja en donde se observan las placas.

. En caso de que exista disparidad entre los resultados de los

duplicados, promediar los titulos obtenidos entre ellos dos.
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"Do not pity the dead, Harry. Pity the living,
and, above all those who live without love.”

-J.K. Rowling



