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en todo el mundo, es responsable de enfermedades infecciosas leves localizadas o recurrentes hasta
formas diseminadas y graves e incluso mortales, principalmente en aquellas personas que se
encuentran inmunosuprimidas o en recién nacidos. Ademas el virus tiene la propiedad de infectar
células neuronales y establecer una infeccion latente. En este trabajo se determin6 la susceptibilidad al
Aciclovir (ACV), la funcién de las inmunoglobulinas y la expresion de las proteinas virales en un
modelo de infeccion litico y un modelo de infeccion de latencia. Se obtuvieron sueros y se aislo el
VHS-1 de la lesion de pacientes con infeccion activa por el VHS-1, se amplificaron las particulas
virales en células Vero. La actividad antiviral del ACV se analiz6 por el método de reduccion de
placas determinandose la ICs, para cada aislado. Las lineas celulares Vero y SK-N-SH (neuroblastoma
humano) se infectaron con los virus aislados durante 7 horas y luego se obtuvieron proteinas de
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inmunodominantes.

Contribuciones y Conclusiones: Todos los aislados analizados mostraron una susceptibilidad al
ACV, por lo que en la region del noreste de México el tratamiento puede ser efectivo. Todos los
pacientes presentaron una respuesta inmune humoral de memoria por anticuerpos IgG, el 87% fueron
positivos contra VHS-1 y el 65% mostro una funcioén neutralizante contra el virus. En el modelo de
infeccion litico se reconocieron 36 proteinas, las que tuvieron mayor reconocimiento fueron proteinas
que participan en las etapas tempranas de la infeccion como ICPO, ICP6, ICP4, gD y VP20. En el
modelo de infeccion latente se reconocieron 33 proteinas, se observé un menor reconocimiento de las
mismas proteinas en este modelo, principalmente ICP4, marcando una tendencia en la modulacion de
la expresion de las proteinas virales y estas en su reconocimiento por el sistema inmune. La proteina
de 55 kDa solo fue reconocida en el modelo de infeccion latente y hasta la fecha no se encontrd
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

Las infecciones causadas por virus de manera general estdn ampliamente
distribuidas en el mundo y causan una gran variedad de trastornos patoldgicos. De los
diferentes agentes considerados como infecciosos (bacterias, hongos o parasitos) las
particulas virales son de los mas simples y sencillos en su constitucion. Una
caracteristica importante y que los distingue de los otros patdgenos es que no presentan
actividad metabdlica por lo que no se les considera una entidad con vida sin embargo
contiene los minimos elementos necesarios para manifestar actividad y afectar a un
organismo Vvivo ya que la unica forma de encontrarlos de manera activa es parasitando

una célula viva.

1.1  Virus del Herpes Simplex

La familia Herpeviridiae, la cual estd integrada por una gran variedad de
especies, por lo que fueron designados en 3 subfamilias las cuales son:
Alfaherpesviridae, Betaherpesviridae y Gammaherpesvirida, En ellos estan integrados
8 especies que causan enfermedad en el ser humano. Todos lo herpes virus tienen la

cualidad de causar una infeccion litica en células permisivas y una infeccion latente en



ciertos tipos de células especializadas (1). El presente trabajo se enfoca de manera

particular al virus del herpes simplex tipo 1 (VHS-1) de la familia Alfaherpesviridae.

(Tabla 1)
CELULAS INFECCION
SUBFAMILIA VIRUS DIANAS LATENTE
Alfa herpesviridae
Virus herpes humano 1 VHS1 Mucoepiteliales Neurona
Virus herpes humano 2 VHS2 Mucoepiteliales Neurona
Virus herpes humano 3 VV7Z Mucoepiteliales Neurona
Beta herpesviridae Monocitos, Monocitos,
p CMV linfocitos y cel. linfocitos y cel.
Virus herpes humano 5 s -
Epiteliales Epiteliales
5 .
Virus herpes humano 6 VHH6 LTy () Mono,utos y
Macraéfagos
Virus herpes humano 7 VHH7 LTy (?) LTy (?)
Gamma herpesviridae LB y Cel. Epiteliales LB
. VEB
Virus herpes humano 4
. Linfocitos y otras LB
Virus herpes humano 8 VHHS células

Tabla 1. Especies de virus herpéticos que forman parte de la gran familia

Herpesviridiae.

1.2  Prevalenciay caracteristicas de la infeccion por VHS-1

La infeccion causada por el VHS es muy comdn y ampliamente distribuida en
todo el mundo, ademas es responsables de una amplia gama de enfermedades en

humanos, que van desde leves infecciones localizadas y/o recurrentes hasta formas



diseminadas y/o graves e incluso mortales, principalmente en aquellos grupos de
personas que se encuentran inmunosuprimidos o recién nacidos (2, 3). Se estima una alta
morbilidad por los episodios sintomaticos que se presentan en la infeccion. El
determinar una prevalecia de casos con infecciones por VHS es notoriamente dificil por
varias razones: en la mayoria de los paises no se notifica la enfermedad y la mayoria de
los sujetos infectados son asintomaticos o desconocen su infeccion. Sin embargo, desde
la década de 1980 los métodos seroldgicos han hecho posible el estudio de la
epidemiologia de la infeccion por VHS y recientemente por la disposicion de mejores
pruebas que permiten la discriminacion entre una infeccion causada por VHS-1 y otros
virus herpéticos como el VHS-2, los cuales esta estrechamente relacionado (con una
homologia del 83% en su secuencia génica). Por lo que se estima que aproximadamente
el 90% de la poblacion esta infectada con VHS-1 y en un estudio realizado en estados
unidos en una poblacion infantil vieron que la seroprevalencia era de casi el 25% en
nifios de hasta 7 afios incrementando a un 36% hasta los 13 afios y junto con otros
autores coinciden en que se presenta un incremento en el porcentaje de seropositividad

con respecto a la edad. (4,5,6)

La infeccion por VHS-1 siempre se caracterizd por afectar la region orofacial
conociéndose como herpes labial, aunque en la Gltima década hay un gran namero de
estudios donde han encontrado este virus en region genital en donde es mas frecuente
encontrar el VHS-2 (3,6). La infeccion primaria por el VHS-1 se adquiere por contacto
directo con una lesion o con fluidos corporales infectados (saliva, fluidos genitales,

exudados de lesiones activas) al compartir vasos, cepillos de dientes u otros objetos



contaminados con saliva siendo las células epiteliales el blanco de infeccion. La
infeccion por el VHS-1 de los dedos (paroniquia) puede ser el resultado del contacto de
la boca con la piel, y el virus penetra a través de una grieta en esta. La autoinoculacion
puede originar también una infeccion ocular. (3,7). La infeccion ocular recurrente por
VVHS-1 es la principal causa de ceguera corneal infecciosa en los paises industrializados.
Ademas el VHS-1 es la causa mas comun que se ha identificado de encefalitis aguda
viral esporadica en EE.UU reportando del 10% -20% de todos los casos (8). Las

presentaciones clinicas se resumen en la tabla 2.

INFECCION POR VIRUS HERPES SIMPLEX TIPOS 1
Caracteristicas clinicas VHS-1
Por contacto directo,
secreciones orales
Infeccién Oral-facial
Infeccion Ocular
Encefalitis
Paroniquia

VHS-1 especifico

Via de transmisién

Sindromes caracteristicos

Reactividad a antigenos
monoclonales especificos
Tabla 2. Manifestaciones clinicas del virus herpes simplex

Una infeccion por VHS-1 provoca manifestaciones dolorosas y prurito como
sintomas locales y sintomas sistémicos puede haber presencia de malestar, cefaleas y
hasta fiebre. En el cuadro clasico, la lesion es una vesicula transparente situada sobre
una base eritematosa («una gota de rocio sobre un pétalo de rosa») que posteriormente
progresa para dar lugar a lesiones pustulosas, Ulceras en donde las células infectadas
experimentan apoptosis liberado material liquido en el espacio intradérmico con una
carga viral importante causando las vesiculas tipicas y finalmente esta lesién progresa a

costra. Las lesiones suelen aparecer en las comisuras bucales o junto a los labios (2,3).
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Figura 1. Esquematizacion de la progresion de una lesidn herpética con respecto
al tiempo

Durante la progresion de la infeccion, esta va seguida por la dispersion del virus
a las neuronas sensoriales regionales que inervan al tejido y se da el establecimiento de
una infeccion latente que permanece durante toda la vida del hospedero. Por factores
desencadenantes como el estrés, la luz UV, trauma o algun tipo de inmunosupresion (por
medicamentos o infecciosa), entre otros ocasionando la reactivacion del virus latente lo
que induce el transporte del virus por la neurona de nuevo al epitelio periférico
resultado en la enfermedad recurrente en o adyacente al sitio de la infeccion primaria.
Dentro del tejido epitelial periférico se produce la replicacion de VHS-1, que posteriores
es la base de los brotes de infecciones leves a severas por el VHS y todo esto
dependiendo del tipo de herpes virus en cuestion, la edad y el estado inmune del

huésped. (2,5,9)



1.3  Diagnostico y tratamiento de la infeccion herpética

Los métodos clasicos para la confirmacion de las infecciones por VHS son la
tincion de Tzang, ya que durante la infeccion se generan grupos de células
multinucleadas y forman las células gigantes que son caracteristicos para el VHS.
También se encuentra el aislamiento y la deteccion en cultivos celulares mediante la
observacion del efecto citopatico (ECP) y la deteccién inmunoquimica con anticuerpos
fluorescentes. Son numerosas las técnicas descritas para la deteccién del antigeno, entre
las cuales se encuentran la inmunofluorescencia, la que puede estar ligada a la citometria
de flujo, los ensayos inmunoenziméticos, la hibridizacion in situ, el analisis de
restriccion y la reaccioén en cadena de la polimerasa (PCR), todas utilizadas como
herramientas de diagnostico. El andlisis por PCR del liquido cefalorraquideo ha
sustituido el analisis por inmunofluorescencia de una biopsia cerebral en el diagnéstico

de la encefalitis herpética. (10,11)

Con respecto al tratamiento, este se basa en el uso de drogas anti herpéticas, que
pueden clasificarse en al menos 2 categorias: la primera consiste en una variedad de
analogos de nucleésidos; dentro de este grupo podemos citar al aciclovir (ACV),
penciclovir (PCV), el Valaciclovir y famciclovir (FMV) entre otros. EI ACV, representa
el tratamiento de eleccién para las infecciones herpéticas, el cual es un analogo de la
guanosina que para su activacién requiere de fosforilacion por la timidin quinasa (tk)
herpética antes de trifosforilarse por enzimas celulares del hospedero. La forma

trifosforilada inhibe la ADN polimerasa viral, inhibiendo en forma irreversible la



sintesis de ADN viral (12). La segunda categoria consiste en los analogos de
pirofosfatos, los cuales acttan por inhibicion directa de la ADN-polimerasa viral. El
foscarnet es el méas utilizado; se utiliza como tratamiento alternativo en pacientes con
patologias producidas por cepas de VHS resistentes a ACV. La resistencia a los
antivirales es inducida por 3 mecanismos: a) deficiencia de la tk en el virus, b) alteracion
en la especificidad del sustrato de la tk viral o c¢) virus con una ADN polimerasa alterada.

(11,12)

Antes de la terapia antiviral la mortalidad era mayor del 70% en pacientes que
desarrollaban encefalitis herpética, después del desarrollo de estas terapias en los afios
80s solo el 20% de ellos fallecian (8). Tiempo después se observo la resistencia al ACV
sobre todo el pacientes inmunocomprometidos reportando una prevalencia de resistencia

del 4 al 7%.(24)

1.4 Estructura del Virus del Herpes Simplex-1

El VHS-1 de la subfamilia Alpha herpesviridae del género herpes simplex forma
parte de un grupo de virus constituidos por un genoma de ADN de doble cadena lineal
de aproximadamente 155 kbps,(13,14) debido a que tiene un genoma grande el VHS
codifica aproximadamente 80 proteinas con funciones moduladoras discretas entre estos
estan regular el proceso infeccioso en multiples etapas, incluyendo la expresion génica,

sintesis de ADN vy el ensamblaje del virion.(9, 22)
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Figura. 2. Morfologia del virion del herpes. Consta de cuatro estructuras
morfologicamente diferenciables. EI ndcleo interno que contiene el ADN bicatenario
lineal encerrado en una cépside icosaédrica que, esta rodeado por una capa de proteinas
denominando esta zona el tegumento, finalmente el virus tiene una envoltura lipidica
que contiene proteinas codificadas por el virus en su mayoria glicosiladas. (15)

La particula viral tiene un tamafio aproximado de 150-200 nm de didmetro y esta

constituida por cuatro estructuras bien definidas (figura 2) las cuales son:

A.-  Un ndcleo (core) electro-opaco el cual estd formado por ADN de doble
cadena lineal que consta de 80 genes. EI genoma esta organizado en 2
segmentos denominados regidn Unica larga (UL) que es el 82% del
genoma, una region unica corta (Us) el 18%. Estas regiones estan
flanqueadas por regiones repetitivas no traducibles como se representa en
la figura 3. (14,16) Los genes virales se expresan en cascada y se han
clasificado en 3 grupos denominandolos genes alfa o inmediatos
tempranos (a, IE), beta o tempranos (B, E) y gama o tardios (y, L); cada
uno con caracteristicas particulares. Generalmente los genes o son

inductores de la transcripcion, los genes  codifican para enzimas virales



tales como la tk y la ADN polimerasa viral y los productos de los genes y

son las proteinas estructurales de la particula viral. (5,8)
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Figura 3. Representacion de la organizacion del genoma del VHS-1 con algunos
genes que codifican algunas de las proteinas importantes que participan el proceso
infeccioso.

B.- La segunda estructura es la capside de forma icosahedrica con 162
capsomeros formados por cuatro proteinas designadas proteinas del virion
(VP), la principal proteina VP5, VP26, VP23 y VP19C, con la cual
contiene y resguarda el material genético del virus. La céapside es de
aproximadamente 125 nm de diametro y aproximadamente 15 nm de

espesor (5,7,17)

C.-  Después de la capside hay un espacio amorfo denominado tegumento el
cual contiene aproximadamente 20 proteinas virales implicadas en las
fases iniciales de la infeccién y replicacion viral, como también en el

transporte del ADN viral (7, 13)

D.-  El VHS-1 es un virus envuelto asi que como ultima estructura externa
esta la membrana viral, la cual es una bicapa lipidica que contiene 11

diferentes glicoproteinas designadas como: gB, gC, gD, gE, gG, gH, gl,



gJ, gK, gL, y gM, las cuales median la interaccion y penetracion del virus
a la células. De todas las glicoproteinas cuatro (gD, gH, gL y gB) son

esenciales para la entrada del VHS a la célula animal. (18)

15 Infeccion litica del VHS-1

Se menciono que el virus tiene la propiedad de establecer dos tipos de
infecciones. Una infeccion activa denominada litica y una de latencia. El ciclo de
infeccidn litico se caracteriza de manera general por las siguientes etapas que incluyen:
entrada en la célula a traves de la fusion mediada por el receptor, la entrega del genoma
envuelto en el ndcleo, establecimiento de por vida de la infeccion latente, la replicacion
del ADN y ensamblaje de la capside en el interior del nicleo, salida de los genomas
envueltos desde el nucleo hasta el citosol, la maduracion y envolvimiento de particulas
virales en el citoplasma, y exocitosis de particulas virales infecciosas, entre otra

propiedades moleculares figura 4 (19)



Adhesion
Penetracion |
Liberacion
B
Envoltura
secundaria

Envoltura
primaria

Reticulo
endoplasmice

Nucleo

: &
Replicacion del ADN f

DE — = — M
E \ @ G Ensamblaje
Transcribcién Transcripcion Transcrlpmon dela capside
de genes IE

de genes E degenesL /
Proteinas Proteinas Proteinas

Figura 4. Ciclo de replicacion activa de los herpesvirus. Representacion
esquematica del ciclo de replicacion del herpesvirus, incluyendo: A) entrada del virus,
B) disociacion de tegumento, C) transporte de capside al poro nuclear, D) liberacion de
ADN viral en el nucleo, E) transcripcion de genes de un modo de cascada, F) replicacion
del ADN, G) ensamblaje de la capside, H) empaquetamiento del ADN, 1) el virion
adquiere la membrana y finalmente J) se libera la particula viral completa y madura .
(Modificada de Mettenleiter (23)).

La entrada del VHS a la célula del huésped es un proceso de maltiples pasos que
permite la fusién entre la envoltura viral y la membrana celular del hospedero. Esta
interaccion es mediada principalmente por cuatro de las 11 glicoproteinas presentes en la
membrana viral, suficientes para permitir la fusion virus con la membrana plasmatica de

la célula huésped y estas son la gB, gD, gH, y gL (20)



Como primer paso es la interaccion de la glicoproteina gC y/o gB de la envoltura
del VHS con los glicosaminoglicanos de la superficie celular como los heparan sulfato.
La interaccion de la gD con uno de los receptores desencadena la penetracion del virus,
que se produce a través de fusion de la envoltura viral con la membrana celular y
requiere glicoproteinas gB, gD, gH y gL (24). En general, las tres clases diferentes de
receptores de superficie que sirven como receptores de gD para la entrada VHS en las
células son: un miembro de la familia del receptor de TNF (receptor HveA), dos
miembros de la superfamilia de inmunoglobulina (lg), los cuales son nectin-1 (también
conocido como Prrl o HveC) y nectin-2 (también conocido como Prr2 o HveB) y
finalmente sitios especificos de heparan sulfato generado por la accion de ciertas

isoformas de la 3-sulfotransferasa (como 3-OST-3A, 3-OST-3B, y 3-OST-5) (21,25).

Una vez que las membranas se han fusionado, quedan liberadas las
proteinas del tegumento y nucleocépside viral en el citoplasma. La regién del tegumento
contiene algunas proteinas importantes para que se dé el arresto celular, transporte de la
nucleocapside al nucleo (por VP16 y VP1-2), en donde el ADN viral se libera. Tras la
interaccion con un complejo multiproteico formado por la proteina del tegumento VP16,
el factor celular octamero (Octl, proteina de unién al ADN) y otros factores celulares, se
inicia la transcripcion en cascada secuencial primero de los genes inmediato-temprano
(IE), sus picos de sintesis son de 2-4 h postinfeccion y estos sirven como
transactivadores de la expresion de los genes tempranos (E). Estos alcanzan sus niveles
mas elevados de 5-7 horas, se pueden detectar en las primeras 3 h y continta hasta las 15

horas post infeccion. Las proteinas de los genes tempranos incluyen a las enzimas que se



requieren para la replicacion del genoma viral: una ADN polimerasa. Finalmente la
expresion de genes virales termina con la aparicion de las proteinas gamma o tardias,
que constituyen a las proteinas estructurales del virus. Las proteinas virales se traducen
en el citoplasma, y el ADN viral se replica y se empaqueta en céapsides en el nucleo.

(26,27)

La Expresion del gen VHS es temporal y es regulada en tres fases distintas: los
genes IE, E y tardios L. En la transcripcion de IE no requiere la sintesis de proteinas
nuevas Y es estimulada por la VP16 y otros factores. Son 5 las proteinas del gen E para
la replicacion del virus en cultivo celular, estas son: ICPO, ICP4, ICP22, ICP27 y ICPA47.
La ICPO tiene al menos dos funciones importantes: estabilizar el ciclo celular regulando
proteinas (por ejemplo, ciclina D3), obligando a la célula hasta el limite de la fase S
(pero que no permite la division celular) y mantener una la sintesis activa de proteinas

para su propio uso (8,18).

En general ICP4 reprime la expresion de los genes IE y activa los genes E o L
expresion mediante la interaccion con el factor transcripcional RNA polimerasa Il. La
expresion de los genes E es méas dependiente de por lo menos una proteina de IE y en
general los genes E codifican proteinas no estructurales que juegan un papel importante
en que se lleve a cabo la sintesis y replicacion del DNA viral. Finalmente se expresan los
genes L los cuales requiere de las proteinas producidas por los genes IE. Las proteinas L

son proteinas estructurales ya que conforman la estructura del virion, se forma la capside
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y se empaqueta el ADN viral. Las proteinas de tegumento se unen después a la capside.
Las particulas virales adquieren una envoltura por gemacion en la membrana nuclear
interna. La subsecuente salida implica la fusion de las particulas viricas con la envoltura
dentro del espacio perinuclear con la membrana nuclear externa, y las capsides desnudas
producidas adquieren su envoltura lipidica, ya sea desde la membrana plasmatica o de
organelos tales como el aparato de Golgi y el reticulo endoplasmico (ER) antes de ser
transportados a la superficie celular liberando las particulas virales y causando la muerte

de la célula (9,28)

En la tabla 3 se ejemplifican algunas de las proteinas virales que se sintetizan

durante el proceso infeccioso (9, 29, 30, 31, 49).

GENES  PROTEINAS FUNCION
Inmediatos ICPO Trans-activador de ARNm inespecifico, co-factor para la
tempranos transcripcion mediada por ICP4; reordenamiento del
(IE) dominio nuclear antes de la sintesis de ADN VHS
ICP4 Fosfoproteina de regulacion de la transcripcién de los

genes E y L; especifico en union a ADN

ICP22 Co-factor para la expresion de genes L

ICP27 Participa en la expresion génica tardia: inhibe el
empalme de ARN nuclear (redistribucion de snRNA) y

transporta ARNm viral al citoplasma

ICP47 Inhibe el transporte de péptidos y su presentacion por la
via CMH clase 1

Tempranos [ICP8 Se une al AND de cadena sencilla, esencial para la

11



(E) replicacion del ADN

ICP6 Subunidad larga de la ribonucleotido reductasa
Tardios VP23 Formas triplex con VPI9C
(L) VP5 Proteina principal de la capside,

(155 kDa)

VP21 Producto de escision C-terminal después de

empaquetamiento del ADN

VP24 Dominio N-terminal del precursor UL26 con actividad
proteasa de serina.

VP22a Proteina tipica de capside B, eliminado después el
empaquetamiento del ADN vy la escision por la VP24

VP26 Proteina vértice

VPIOC Forma bésica de la capside junto con VP5y VP23

Tabla 3. Genes y proteinas que expresa el VHS-1 durante la infeccion celular
litica.

1.6 Infeccion de latencia del VHS-1

Los herpes virus estan asociados con varios tipos de infecciones en el sistema
nervioso central (SNC), siendo la Encefalitis del herpes simple (HSE) considerada como
una de las enfermedades mas graves. El HSE es la causa mas frecuente de la encefalitis
fatal esporadica en los Estados Unidos. En pacientes no tratados es superior a 70% y la
recuperacion completa de la funcién neurologica es baja. EI VHS establece una
infeccion latente en los ganglios del trigémino, sacra y vagal en humanos. Cuando se
reactiva la infeccion, el VHS a menudo causa una enfermedad mas leve. Se ha estimado
que aproximadamente la mitad de los casos de HSE se deben a infecciones primarias y

la otra mitad son de infecciones recurrente (32,33).
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Después de la inoculacion de la piel o mucosas, el virus pasa por el proceso de la
infeccion litica antes de entrar a los ganglios dorsales de las neuronas sensoriales. De
donde la nucleocépside es transportada de los nervios terminales a través de los axones
en una direccion retrégrada hacia el cuerpo celular neuronal, penetra al nicleo, el ADN
es liberado y la transcripcion génica es restringida. Como la proteina VP16 y la capside
viral llegan al nucleo de la célula, se ha planteado la hipdtesis de que, si la proteina se
pierde durante el transporte axénico, la entrada en el estadio de latencia es favorecida. El
virus posee un sistema promotor natural (LAP1 y LAP2) que se mantiene activa durante
la latencia, donde solo se expresa un transcripto denominado transcripto asociado a
latencia (LATS, Latency-associated transcript) existen tres formas: 8.3 kb, 2.0 kb y 1.5
kb. Factores neuronales transcripcidnales tales como Oct2 y Pou4, se han reportado para
regular de manera negativa la expresion de genes en neuronas en la infeccion latente.
Durante su existencia latente dentro de la neurona el DNA del VHS-1 forma un episoma.

Finalmente el virus se establece y mantiene de por vida en el huésped. (26,34,35)

La funcion precisa de LAT es desconocida. Se cree que puede estar implicado en
la reactivacion del virus. La transcripcion del gen LAT se expresa abundantemente en
las neuronas infectadas, y se ha demostrado que es necesaria para promover el
establecimiento y el mantenimiento de la latencia, en parte debido a las funciones anti-
apoptosis de LAT, y la capacidad de los micro-ARN y otros ARNs pequefios no

codificantes para interferir con la infeccion productiva principalmente en la regulacién
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de la expresion de la proteina ICPO e ICP4 que como ya se menciono son importantes en

el desarrollo de una infeccion activa (36,37).

En las reactivaciones periddicas resultan del transporte del virus de forma
anterograda del cuerpo celular hasta los axones nerviosos terminales en donde causa ya
sea una enfermedad clinica recurrente o una condicion asintomatica de carga viral en la
piel o mucosa. Los factores que causan una reactivacion pueden ser ambientales como la
radiacion UV o factores del huésped como el estrés o la inmunosupresion. También se
ha dado un aumento de la evidencia sugiere que los genes ICPO, ICP4 y VP16 son
esenciales para la reactivacion del virus en latencia, sin embargo los mecanismos

moleculares siguen siendo inciertos (29,39,40,41).

La parte positiva de esta caracteristica que tienen los herpes virus es su intencion
en usarlos para el tratamiento de problemas neuronales, esto mediante la transferencia de
genes directamente en neuronas o0 de proteinas genéticamente alteradas que tienen
funciones criticas en la fisiologia neuronal, incluyendo los responsables de la generacion
de potenciales de accidn, la sintesis y liberacién de neurotransmisores por mencionar

algunos ejemplos (38).
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La figura 5. Ciclo de infeccion del VHS-1 en células neuronales. Se da posterior
al ciclo de infeccion en células mucoepiteliales. Los Viriones envueltos son liberados en
la membrana celular. Las particulas virales encuentran y se fusionan con la membrana
celular de las terminales nerviosas periféricas que inervan el sitio de la infeccién
primaria. La nucleocépside viral viaja a través de transporte axonal retrégrado al cuerpo
celular neuronal, donde el virus puede proceder a través de la cascada altamente
regulado de la expresion génica litica e inducir latencia. El virus es capaz de reactivarse
a si mismo desde el estado latente en respuesta a una amplia variedad de estimulos que
le permiten entrar en la actividad litica de su ciclo de infeccion. En esta etapa, los
viriones progenie puede ser transportado de vuelta al sitio de la primaria infeccion o el
virus puede entrar en el SNC (modificado de M. Simonato et.al,(26))
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1.7  Respuesta inmune contra VHS

El VHS-1 se trasmite por contacto a través de la piel lesionada o mucosas para
adherirse a las células epiteliales que representan la principal objetivos del VHS. La
infeccion por VHS inducen mecanismos de defensa innatos que estdn destinados a
limitar la propagacion del virus y la difusion inicial de célula a célula, seguido por la
activacion de la respuesta inmune adquirida antigeno/especifica , la cual se encarga de

eliminar la infeccion con eficacia.

El sistema inmune innato es la primera linea de defensa cuenta con estrategias
contra las infecciones, entre ellas las virales. Los macréfagos producen 6xido nitrico y
factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), el interferon gamma (IFN-y) es liberado por los
linfocitos TCR yd + proporcionan componentes de una respuesta inmune innata que
ayuda en el control de la replicacién y la propagacion viral. Otros elementos con
actividad antiviral son los interferones de tipo I, interferdn alfa e interferdn beta 1 (INFa
e INFp) los cuales actuan a nivel de replicacion del genoma viral reduce su replicacion d
y el establecimiento de latencia. Esta temprana proteccion elimina la mayoria de los

virus replicantes que infectaran al TG antes de una respuesta inmune adaptativa. (42)

La expresion de quimiocinas inflamatorias durante la infeccién por VHS-1 es
inducido por el reconocimiento de los productos virales por receptores de patrones

moleculares asociados a patdgenos (PAMP) y de linfocitos especifico reconociendo
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antigenos virales. El reconocimiento de antigenos conduce la expresién de quimiocinas,
asi como la produccion de IFNy y factor de necrosis tumoral alfa (TNFa). Los PAMPs
inducen la transduccion de sefiales a través de la familia de receptores tipo Toll (TLR) y
ARN de cadena doble inducible proteina quinasa (PKR). Tras el reconocimiento estas
vias inducen ya sea directamente la produccion de quimiocinas a través del factor
nuclear kappa B (NF-kB) y proteina quinasa activada por mitégeno (MAPK) o
activacion indirectamente a través de la NF-kB o factores regulador de interferon 3y 7
impulsado la expresién de citocinas inflamatorias tales como los IFN tipo I, TNFa, IL-1

e IL-6.(43)

El control de VHS-1 durante la infeccion primaria requiere la expresion de IFN
tipo 1 y el reclutamiento de células natural Killer (NK), que culmina en la induccion de
respuestas antigeno especificas por las células que controlan la replicacion viral a través
de la lisis de las células infectadas y en la produccion de citoquinas. Ademas la
generacion de células T CD4+ y CD8+ especificas contra el virus se requiere en ultima
instancia para controlar la replicacion viral en los tejidos neurales, unidad de VHS-1 en
latencia, y evitar la reactivacion. El fracaso en cualquier paso en este proceso resulta en
la replicacion viral no controlada que conduce a la encefalitis por herpes simple. A la
inversa, el control eficaz de la replicacion viral innata puede disminuir la carga viral
latente presente en los ganglios sensoriales, y reducir la frecuencia de la subsiguiente

reactivacion. (44)



La historia natural de las infecciones por VHS es influenciada por ambos
mecanismos de defensa especificos y no especificos. Con la aparicién de cambios
inflamatorios no especificos que son paralelos a un pico en la replicacion viral, la
respuesta especifica se puede cuantificar, pero varian entre los sistemas animales. En el
raton, la respuestas de hipersensibilidad de tipo retardado se identifican dentro de 4-6
dias después de la aparicion de la enfermedad y son seguidos por la respuesta de
linfocito T citotoxico y por la aparicion de ambos anticuerpos IgM e 1gG especificos. La
respuesta en el hombre estd retrasada, desarrollandose aproximadamente 7-10 dias

después de la infeccion. (45)

Los anticuerpos neutralizantes y la citotoxicidad celular dependiente de
anticuerpos aparecen generalmente 2-6 semanas después de la infeccion y persisten
durante toda la vida del hospedero. La respuesta de anticuerpos en la
Inmunotransferencia e inmunoprecipitacion define la respuesta del hospedero a
polipéptidos de células infectadas y se han correlacionado con el desarrollo de
anticuerpos neutralizantes (AbN). Después de la aparicion de la infeccion, se ha
observado que los anticuerpos van dirigidos contra gD, gB, ICP-4, gE, gG-1 0 9gG-2, y

gC.(18)

La inmunidad humoral es importante para la proteccion contra la infeccién viral
y neutralizacion de virus extracelular, pero la desaparicion del virus de tejidos infectados

se cree gque estd mediada Unicamente por la inmunidad celular (22). A traves de diversas
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infecciones por virus, se ha encontrado que los AbN emplean multiples mecanismos
para interferir con la replicacion viral. La union al receptor y la fusion mediada por las
proteinas de la envoltura son pasos esenciales en el ciclo de vida de todos los virus y por
lo tanto un objetivo principal para los anticuerpos neutralizantes. La mayoria de los
anticuerpos neutralizan viriones libres mediante la prevencion de la participacion del

receptor o al interferir con el proceso de fusion (29,48).

Existen varios mecanismos por el cual los anticuerpos pueden de alguna forma
neutralizar a las particulas virales evitando la infeccion de la célula animal, a

continuacién se describen 5 mecanismos de accion (figura 6):

a) El Ab se une a una proporcion de las estructuras del virion que interactda con el
receptor en la célula, blogueando la union del virus a la superficie de las células
diana.

b) El Ab interacciona entre la proteina de la envoltura viral y los receptores de
superficie celular, estd demostrado que ocurre después de que el viridn se ha
unido a los receptores. Por ejemplo, un receptor puede servir como un punto de
unién induciendo de cambios conformacionales que permiten la interaccion con
un co-receptor, que a su vez mediara los acontecimientos posteriores, como la
fusion de membranas. ElI Ab interfiere con cualquiera de estos mecanismos
necesarios que conducen a la entrada del virus, constituiria un mecanismo de

neutralizacion.
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c)

d)

Con el fin de infectar, algunos virus requieren internalizacion por endocitosis y la
disminucion del pH en el endosoma como un disparador de los cambios
conformacionales de las proteinas virales. Se ha observado Ab que no han
blogueado la fijacion del virus pero si se internalizaron, podrian retrasar o
prevenir la penetracion de la capise en el citoplasma de las células diana. El
virién puede ser destruido debido a la degradacion lisosomal. Tales efectos de
Ab constituirian un mecanismo de neutralizacion de virus. Ademés los Ab
pueden modificar la ruta de entrada del virus que preferentemente entran
directamente a través de la superficie de la célula a una via endosomal menos
permisivo puede suprimir la infectividad.

La intercalacion de los Ab en la interfaz de fusion entre la membrana celular y la
envoltura de un virus puede bloquear la fusion en la superficie celular o en un
endosoma.

Se ha sospechado que incluso una baja interaccion de anticuerpo en el viridn
puede causar cambios globales o internos transmitiendo una sefial a través de la
envoltura viral. Estos cambios hipotéticos pueden permitir al ndcleo viral entrar

en el citoplasma, pero compromete a mas pasos de replicacion.

19



Figura 6. Los mecanismos de neutralizacién del virus por efecto de los Ab.
(Modificada de Klasse y Sattentau (47)).

El sistema inmune esta disefiado para proteger la integridad del organismo, con el
paso del tiempo no solo el ser humano ha evolucionado y establecido mecanismos
celulares y moleculares complejos sino que también los microorganismos. Para
establecer la infeccion por herpesvirus, es esencial que modulen las células y evadir las
respuestas inmunitarias del hospedero. Evadir el sistema inmune innato puede ser
particularmente importante para los herpesvirus, dado su ciclo de replicacion y su

mantenimiento de infecciones latentes de toda la vida.

Estos mecanismos de evasion comprenden: Variacién genética del virus,
Resistencia viral, Regulacién de la presentacion de antigeno, mutaciones de secuencias
repetidas asi como de mimetismo de receptores y proteinas secretoras. Ademas, la

expresion viral del gen IE, la proteina ICP47 bloquea la interaccion de los péptidos
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virales con el complejo mayor de histocompatinilidad (CMH) clase | inhibiendo al
transportador asociado con la presentacion de antigenos (TAP) en el reticulo
endoplasmico, impidiendo o retardando la presentacion antigeno viral a los linfocitos T

CD8+.

La apoptosis de las células representa un importante mecanismo de defensa
contra la infeccion por virus previniendo la replicacion y diseminacién viral. Existen
vias extrinsecas que inducen apoptosis que es mediante la activacion de receptores o por
efecto de granzimas. Desencadenantes intrinsecos de la apoptosis estan el ADN dafiado,
el estrés oxidativo, la privacion de factores de crecimiento, perdida la integridad de la
membrana mitocondrial e infecciones virales lo que resulta en la liberacién de citocromo
c en el citoplasma. Los virus, incluyendo VHS-1 han desarrollado numerosas estrategias
para contrarrestar la apoptosis. La apoptosis es inducida en respuesta a VHS-1 en varios
puntos de control de sefalizacion y el virus a su vez, se ha desarrollado multiples

mecanismos que bloquean apoptosis para evitar la muerte celular prematura (49).

Se ha demostrado que VHS-1 hace que las células infectadas resistentes a la
apoptosis inducida por los linfocitos T citotdxicos. Por otra parte, estudios realizados en
conejos y ratones han demostrado que la infeccion latente en neuronas son resistentes a
la apoptosis, aunque solo LAT y no proteinas virales podrian ser detectado. Una
estrategia importante de evasion inmune de VHS-1 es atacar células inmunes,
incluyendo células T, células B y macrofagos. Lo mas importante, al igual que muchos

otros virus de herpes, VHS-1 también se dirige a las células dendriticas humanas



inmaduras (IDC) e induce la apoptosis, representando un mecanismo de evasion inmune
que da al virus la oportunidad de replicarse eficientemente en las células epiteliales y

establecen latencia en las neuronas. (50)

Otro mecanismo es por medio de las glicoproteinas E que son receptoras de Fc, y
las glicoproteinas C tienen actividad de union al fragmento C3b del complemento. La
porcion Fc de la IgG se une al complejo gE/gl encubriendo asi al virus y a las células

infectadas por este, reduciendo de esta manera la efectividad de los anticuerpos (40).

Para el anélisis de un patégeno siempre fue primordial el que este se pudiera
aislar y mantener de manera in vitro como parte de los postulados de Koch (51). Los
primeros reportes del aislamiento de VHS-1 fue en 1955 del hospital Johns Hopkins de
un paciente con ezcema herpético, se realizaron varios pasajes y en 1958 se designo cepa
NT. En 1967 en la universidad de chicago se aisl6 otro virus del herpes de una infeccion
en cara denominandolo cepa F (face) (52), siendo esta cepa la mas trabajada y publicada.
De los principales trabajos que se encuentran son los realzados por el Dr. Bernard

Roizman y sus colaboradores a partir de los afos 70.

La infeccion por VHS es muy antigua y existen muchos trabajos publicados
donde principalmente trabajan con una cepa de referida como VHS-1 KOS. El trabajo de

C. Glorioso et al infectan la linea celular neuronal B103 de rata evaluando solo las
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proteinas se superficie (26). En un trabajo realizado por Corey y cols evaltan solo los

anticuerpos contra la glicoproteina G en los pacientes con infeccion herpética (55).

Existen otros trabajos donde emplean la linea celular neuronal humana
SK-N-SH. Esta el trabajo de Roizman y cols, pero evallan el comportamiento del
genoma del virus, enfocandose en el gen g;:34.5 (53). En el 2008 sale una publicacion de
Blaho y cols. Retomando la importancia de las proteinas y en su trabajo se enfoca en 3

de ellas (ICP4, ICP27 y VP22) (56).
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CAPITULO I

JUSTIFICACION

El virus del herpes esta distribuido en el mundo y persiste estableciéndose como
una infeccién latente que permanece durante toda la vida del ser humano. La infeccion
por el VHS-1 puede causar encefalitis herpética ademas de que se ha asociado también

con enfermedades neurodegenerativas.

No se conocen totalmente los factores involucrados que determinen el
establecimiento de la infeccion latente en células neuronales por el VHS vy su relacion
con la respuesta inmune, principalmente la respuesta inmune humoral, la cual juega un
papel importante en la infeccién viral. El ver cuél es el papel de la respuesta inmune y si
hay reconocimiento en la infeccion latente proporcionara méas informacion para entender

mejor este mecanismo.

Por lo anterior, es de gran importancia el estudiar los antigenos
inmunodominantes del VHS-1 durante los ciclos de infeccion litica y latente en un
modelo in vitro, proporcionara mas informacién para identificar posibles blancos

terapéuticos o desarrollo de vacunas.



CAPITULO I

OBJETIVOS

3.1  Objetivo General

Identificar los antigenos inmunodominantes que se expresen en la infeccién litica

y en la infeccidn latente del VHS-1 aislados de los pacientes con infeccion activa

3.2  Objetivos Especificos

1. Obtener y amplificar las particulas virales de VHS-1 de aislados clinicos

de pacientes del Hospital Universitario “ Dr. José Eleuterio Gonzalez”

2. Reproducir el ciclo de infeccion viral litico del VHSL1 in vitro en la linea

celular Vero a partir de los aislados clinicos.

3. Reproducir el ciclo de infeccion viral de latencia in vitro por VHS-1 en la

linea celular neuronal humana SK-N-SH con cada aislado clinico.

4. Determinar la presencia y funcién de los Anticuerpos de los Pacientes

con Infeccion Activa del VHS-1

5. ldentificar las proteinas inmunodominantes en los modelos de infeccion

litico y latente por los virus VHS-1 a partir de aislados clinicos
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CAPITULO IV

METODOLOGIA

4.1 Obtencion de muestras

Los pacientes incluidos en el estudio fueron atendidos en la consulta del Servicio
de Dermatologia del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio Gonzélez” con sospecha
de diagndstico de la infeccion por VHS-1 en el periodo de diciembre de 2009 a
diciembre de 2010, donde se les invit6 a participar en el proyecto registrado por el
Comité de Etica de la Facultad de Medicina con la clave IN08-007. Una vez que
firmaron la carta de consentimiento-informado (ver anexo), y que cumplieran con los
criterios para el estudio (tabla 2), se realiz6 una asepsia de la lesion con alcohol para
posteriormente romper la lesion con un bisturi numero 11 y realizar un raspado de la
lesion empleando un hisopo con fibra de alicate estéril (Fisherbrand Calcium Alginate
Swabs, 14-959-77). El hisopo fue colocado en un criovial con solucion PBS-Glucosa al
1% a 4°C. Por otra parte, se obtuvo una muestra de sangre periférica por medio de una
puncion venosa para la separacion de suero. Tanto el exudado viral en el criovial y el
tubo de sangre fueron etiquetados y transportados en frio al Laboratorio de Inmuno-
virologia del Servicio de Inmunologia, donde se almacend el criovial a -80°C y las

muestras de sangre fueron centrifugadas a 3500 rpm por 5 minutos, posteriormente el
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suero fue separado y se realizaron alicuotas del mismo para almacenarlos a -20°C hasta

Su uso.

Mayor de edad con infeccién clinica activa
Criterios de (vesicula)
inclusion: Firma de la carta de consentimiento informado
Cultivo y PCR positivo para VHS -1

Que no deseen participar en el estudio
Criterios de Pacientes con infeccion clinica por VHS-1 en
exclusion: resolucion (costra)

Pacientes con Varicela Zoster

Criterios de

L Cultivo negativo
eliminacion:

Tabla 4. Criterios establecidos para la inclusion, exclusion y eliminacion de los
pacientes incluidos en el estudio.

4.2  Determinacion de 1gG e IgM anti VHS-1 por ELISA

Los sueros obtenidos de los pacientes sospechosos para la infeccion por VHS-1
fueron analizados por la técnica de ELISA para identificar y cuantificar la presencia de
anticuerpos (IgG e IgM) por medio del kit de ELISA semi-cuantitativo DiagMex
(Diagnostic Automation, Inc.) anti-VHS-1. Se realizaron diluciones de los sueros y de
los estandares segun las recomendaciones del fabricante, se colocaron en la placa de 98
pozos. Las muestras y estandares fueron incubados a temperatura ambiente por 30
minutos, se realizaron 3 lavados con solucion de lavado. El anticuerpo secundario anti
IgG o IgM conjugado con peroxidasa fue adicionado e incubd por 30 minutos a

temperatura ambiente, posteriormente se realizaron 3 lavados, se agregé el sustrato e

25



incub6 por 30 minutos a temperatura ambiente protegido de la luz. Finalmente, la
reaccion fue detenida adicionando H,SO,4 1N y la placa fue leida en un lector de ELISA
a 450nm. Los célculos fueron realizados en base a la formula reportada por el fabricante

y los valores se expresaron en unidades internacionales por mililitro (U/ml).

4.3 Cultivo celular

Se trabajo con dos lineas celulares: las células Vero (linea celular de rifion de
mono verde africano, ATCC CCL-81) donadas por el Dr. Miguel Dector; y la linea
celular SK-N-SH (linea celular de neuroblastoma de humano, ATCC HTB-11). Estas
lineas celulares fueron empleadas para realizar las infecciones con los aislados de VHS-
1. Las células Vero fueron colocadas en frascos de 25mm? (T-25) con medio de cultivo
DMEM-Advanced (A-DMEM, GIBCO) suplementado (2 mM de glutamina, 100U/ml
de penicilina, 0.1mg/ml de estreptomicina (GIBCO) y 2% de suero bovino fetal (SBF,

CELLGRO), se dejaron incubando a 37°C con 5% de CO, y 95% de humedad relativa.

Las células SK-N-SH fueron trabajadas de similar manera excepto que el medio
fue suplemento con 10% de SBF (57). De ambas lineas celulares se realizd un
concentrado celular en alicuotas de 1 ml mantenidas a -80°C para su uso, en este estudio
se trabajo a partir de los viales congelados y no mayor de P15, para ambas lineas

celulares, como se describe a continuacion.

26



Los pasajes de las celulas se realizaron a partir de un cultivo celular en frasco T-
25 confluente (aproximadamente 3 X10° cel.) se realizé un lavado con PBS 1X pH 7.4
(GIBCO) estéril al frasco de cultivo, se decanto y se agregd 1ml de tripsina al 1X
(Gibco) atemperada a 37°C en bafio de agua. Posteriormente, se incub6 por 10 minutos a
37°C vy se agreg6 el mismo volumen de medio A-DMEM y 2% SBF. Con una pipeta
serologia estéril se recuperd la suspension celular y fue colocada en un tubo cénico de
15ml en donde las células fueron disgregadas para obtener una suspension homogeénea.
En este punto se puedo tomar 0.1ml de la suspension celular y realizar el pasaje a un
frasco de cultivo. Para cuantificar y estandarizar la cantidad células, el tubo conico se
centrifugé a 1000 RPM por 5 min; se decant6 y resuspendié en 1ml de medio, se tomo
una alicuota de 10 pl mas 10 pl de azul tripano y 60 uL de A-DMEM en un micro tubo,
la mezcla fue homogenizada y se tom6 10 L de esta suspensidn para realizar el conteo
de células en un hematocitometro calculandose el ndmero de células
[No. de células por ml = (promedio de células) (Factor de dilucién [8]) (10,000)]. De
acuerdo al conteo de células se realizaron los célculos y el pasaje, incubando a 37°C con

5% de CO2.

Se prepararon stock de las lineas celulares para nuestros modelos de infeccion.
Primero, las células fueron amplificadas en frascos de 175 mm? (T-175), las células ya
confluentes fueron cosechadas y se resuspendieron en medio A-DMEM con 5% de
DMSO, fueron ajustadas a 2x10° cel./ml/criovial. Se etiquetaron adecuadamente y se
almacenaron a -80°C. Para el trabajo de infeccidn celular se saco un vial del congelador,

se coloco en un contenedor con hielo, se dejé descongelar durante aproximadamente 30
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min. Las células fueron resuspendidas en 3 ml de A-DMEM para colocarlas en un frasco
de cultivo T-25mm?, se incubd bajo las mismas condiciones anteriormente mencionadas

observando periddicamente el crecimiento de la monocapa celular.

4.4 Obtencién y aislamiento de las particulas virales a partir de aislados clinicos

Frascos de cultivo T-25 fueron preparados conteniendo una monocapa de células
Vero en 3ml de medio A-DMEM suplementado, se incubaron a 37°C con 5% de CO, y
95% de humedad relativa hasta alcanzar una confluencia celular del 90%. Se
descongelaron los crioviales que contenian las muestras clinicas obtenidas de los
pacientes con sospecha de VHS-1; se agitaron y se tomaron 0.3ml de la solucién con
pipeta seroldgica de 1ml desechable estéril y se agrego al frasco T-25 con las células
Vero confluentes. Los frascos fueron colocados en agitacién a 60 rpm a 37°C durante 1
hora para facilitar la adsorcion de las particulas virales a las células, transcurrido el
tiempo, los frascos de cultivo fueron incubados como se mencioné anteriormente. El
efecto de citopatogenicidad (ECP) de las células inducida por la infeccion viral se evalu6
diariamente para identificar la replicacion del virus, cuando se observo un cambio en la
morfologia celular y dafio citopatico igual o mayor del 80-90%, se recuperaron las
células y se trasfirieron a un tubo estéril en hielo y se realizaron alicuotas de 1 ml para

finalmente almacenarlas a -80°C.
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45  Obtencion del concentrado viral (stock viral)

A partir de un frasco T-25 se realizaron pasajes para tener un frasco de cultivo
T-175 con células Vero confluentes. Listas las células, se descongelaron las muestras
que dieron positivo en el primer cultivo viral identificindose como P1 y fueron
infectadas las células Vero colocandolas 1h a 60rpm a 37°C y posteriormente se incubo
hasta observar dafio citopatico aproximadamente al 90%. Se realizaron alicuotas
homogeneizadas de 0.6ml para cada uno de los aislados clinicos. También se trabajo
bajo las mismas condiciones que los virus de los aislados clinicos el virus VHS-1 cepa

KOS (ATCC VR-1493) como virus de referencia.

4.6  Cuantificacion de las particulas virales por titulacion viral

La titulacion viral fue determinada mediante la técnica de formacion de placas
liticas. En condiciones de esterilidad se realizaron diluciones seriadas logaritmicas base
10 en una solucion de PBS-glucosado 0.1% de un vial del stock viral que fue obtenido
de cada uno de los virus aislados y la cepa de referencia respectivamente. Se
homogeneizaron y 1ml fue transferido con pipeta serologica estéril a una placa de
cultivo de 6 pozos con células Vero (aproximadamente 5x10° cel./ml/pozo), las cuales
conteniendo el virus fueron colocadas a 60rpm a 37°C durante 1 hora. Transcurrido el
tiempo se desecho la solucion viral y se adicion6 3 ml de A-DMEM suplementado y con
inmunoglobulina G (IgG) al 0.32%, las placas fueron incubadas a 37°C con 5% de CO,
por cuatro dias. Finalizada la incubacién, se realiz6 una tincién con Giemsa como sigue:

primero se desecho el medio, se adicion6 metanol por 5 minutos para fijar las células,
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posteriormente fue decantado y se agregdé Giemsa por 10 minutos; la placa se lavo con
agua, se dejo secar. Se contaron las zonas liticas, es decir, donde hubo infeccién por
parte del virus causando la lisis de la célula, determinando las unidades formadoras de
placa por mililitro (UFP/mI) para cada una de las muestras. Se ajusto la concentracion

viral a 50 UFP/ml para los ensayos de susceptibilidad a aciclovir (ACV).

4.7  Ensayos de susceptibilidad al aciclovir (ACV)

La determinacion de la susceptibilidad a ACV se realizé mediante la técnica de
reduccion de placas liticas. Células Vero (3x105 cel./ml/pozo) fueron incubadas por 24
horas en placas de 12 pozos, para después infectar con una suspension viral de cada uno
de los aislados clinicos y de referencia conteniendo particulas de VHS-1 a una
concentracion de 50 UFP/0.5ml los cuales fueron agregados con pipeta seroldgica de
1ml desechable estéril a 11 pozos, dejando el pozo 12 como control negativo. Las placas
fueron colocadas en agitacion a 60rpm a 37°C durante 1 hora. A partir del ACV
obtenido de la casa comercial (Zovirax® 1.V.) fue preparada una solucién stock estéril
de 1mg/ml en medio A-DMEM con Ig al 0.32% y DMSO al 1%. A partir de esta
solucién de ACV se realizaron diez diluciones seriadas 1:2 obteniendo las siguientes
concentraciones: 6,25, 3.125, 1.56, 0.78, 0.39, 0.195, 0.097, 0.048, 0.024 y 0.012,
mg/ml. Transcurrido el tiempo de infeccion se desecho la suspension viral y se
agregaran 1 ml de cada una de las soluciones de concentracion de ACV a cada pozo,
dejando el pozo 11 que se le adicion6 simplemente A-DMEM con Ig al 0.32%, DMSO
al 1% quedando como control positivo de infeccion. Las placas fueron incubadas a 37°C

con 5% de CO, por 4 dias, se realizd la tincién con Giemsa como se describid



anteriormente (los ensayos se realizaran por duplicado) y se determind la concentracion

inhibitoria al 50% (1Cso) para cada muestra. (58,59).

4.8  Obtencion de antigenos virales en una infeccion litica por VHS-1

Como modelo de infeccion litica se trabajo con las células Vero. En frascos T-25
se colocaron las células necesarias en base a: 1) los titulos de los stocks virales de cada
aislado que fueron determinados, y 2) la condicién de infeccién, que fue con una
Multiplicidad de Infeccién (MOI) de 5. Estos ensayos fueron realizados por duplicado,
ademas se trabajo con la cepa VHS-1 KOS como cepa viral de referencia y un control
negativo (sin infeccion viral (MOCK)). Las células fueron infectadas como fue descrito
anteriormente y transcurrido el tiempo en el que se deja adsorber a la particula viral (1hr
a 60rpm), se adicion6 solamente A-DMEM suplementado y se incubo a 37°C con 5% de
CO, y se muestreo a las 7 horas post-infeccion, se decanto el medio, las células fueron
lavadas una vez con PBS y se cosecharon mediante una espatula (scraper, Corning), la
suspension de células infectadas fue transferida a un microtubo y fue centrifugada a
1000 rpm durante 3 min. El sobrenadante fue descartado y el paquete celular fue
resuspendido en 0.075ml de solucién de lisis (50 mM Tris-HCI, pH 7.5, NaCl 150 mM,
5 mM EDTA, 0.4% Triton X-100). Las celulas fueron congeladas y posteriormente
colocadas en hielo por 20 min(56). Se les agreg6 0.075 ml de coctel de inhibidores de
proteasas (Abcam) y finalmente la concentracion de las proteinas intracelulares virales

(ICP) obtenidas fue determinada por el método de Bradford.
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4.9  Determinacién de antigenos intracelulares de VHS-1 por

inmunofluorescencia

Las células SK-N-SH de neuroblastoma son permisibles a la infeccion por el
VHS-1 por lo tanto no se observan cambios morfoldgicos, para evidenciar la presencia
del virus en estas células se realizé el analisis de inmunofluorescencia. A partir de un
cultivo celular SK-N-SH en un frasco T-25 se realiz6 un pasaje a una laminilla de
cultivo con 8 pozos (NUNC) a una concentracion de 7x10° células con medio A-DMEM
y 10% de SBF, se incubaron por 24h a 37°C con 5% de CO,. Las células fueron
infectadas con VHS-1 KOS a una concentracion de 100 UFP/0.05ml por pozo; se
dejaron en condiciones de adsorcion, transcurrido el tiempo se agrego medio fresco e
incubd el cultivo por 7h. ElI medio de cultivo fue retirado y se realiz6 un lavado con
PBS, las células fueron fijadas con metanol frio al 100% (-20°C) durante 10 minutos. El
metanol se descartd y se adicion6 0.1ml de solucién permeable (0.2% TritdnX-100 en
PBS) por 2 minutos, se realizd6 un lavado y se agregd ASB 2% como solucion
bloqueadora por 2 minutos. La prueba y la deteccion de antigenos virales se realizd
empleando como primer anticuerpo los sueros de los pacientes positivos para VHS-1
trabajando con la dilucién de 1:80. La muestra (0.1 ml) fue adicionada y se incubo la
laminilla por 1h en cdmara himeda a temperatura ambiente y en oscuridad. Se realizaron
de 3 a 5 lavados con PBS y se agreg0 el anticuerpo secundario anti humano conjugado
con FITC (Abcam) a una dilucion de 1:10,000; se incubd por 30 minutos bajo las mimas
condiciones antes mencionada. Nuevamente, se realizaron de 3 a 5 lavados y finalmente
se agreg6 una gota de solucion de montaje, se coloco el cubreobjetos y se observo en

microscopio de fluorescencia (LEICA DM1000). Como control positivo de la técnica se
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usaron anticuerpos positivos para la prueba de Anticuerpos Antinucleares (ANA) con
patron homogéneo. También a cada suero de paciente se le realizaron la prueba de ANA

para descartar fluorescencia por alguna enfermedad autoinmune.

4.10 Obtencidn de antigenos virales en una infeccion latente por VHS-1

El modelo de infeccion latente se desarroll6 en la linea célula SK-N-SH (células
derivadas de un neuroblastoma humano). Las condiciones de infecciones con los
diferentes virus VHS-1 fueron las mismas empleadas en el modelo de infeccion litica,

descrito en el punto 5.8.

4.11 Determinacién de anticuerpos neutralizantes contra VHS-1 por

Microneutralizacion en Placa (MNP).

Los anticuerpos neutralizantes fueron evaluados a partir de los sueros de los
pacientes con la infeccion activa de herpes. Los sueros se dividieron en alicuotas de
0.050 ml e inactivados a 56°C por 30 minutos. Una vez inactivados, se realizaron
diluciones seriadas de cada suero partiendo de 1:10 (90ul de PBS/gluc. méas 10ul de
suero) y se trabajo hasta una dilucién de 1:1280. Por otra parte, se descongelo un vial de
VHS-1 KOS y una suspension viral fue preparada a una concentracion de
100PFU/0.05mL. La suspension viral se mezcld con cada una de las diluciones del suero

e incubaron a 37°C por 1h a 50rpm.
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En una placa de 96 pozos se colocaron 15,000 células Vero por pozo e incubaron
durante 24h; después de la incubacién se transfirieron 100 pl de la mezcla de los
virus/sueros a cada pozo e incub6 1h mas a 37°C y 50 rpm. Una vez transcurrido el
tiempo, se retiro la suspension viral y medio fresco suplementado fue adicionado e
incubd nuevamente a 37°C con 5% de CO, por 48h. Finalmente, el medio de cultivo fue
descartado, las células fueron fijadas con metanol y la tincion de Giemsa fue realizada.
Se registro como titulo de neutralizacion la dilucion del suero al cual ya no se observo la

formacidn de placas liticas en el invertoscopio (Ziess Axiovert 40 CFL).

4.12 Inmunoreconocimiento de las ICP en los modelos de infeccion litico y latente

por sueros de pacientes positivos para VHS-1

La determinacion de las ICP obtenidas de las infecciones por VHS-1 en los
modelos liticos y latentes se realizd mediante electroforesis de una dimension en geles
de poliacrilamida al 10% en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) vy
posteriormente analizadas por Western blot. Las proteinas obtenidas de las infecciones
celulares se ajustaron a una concentracion de 0.15 mg, empleando como control las
proteinas de las células sin infeccion; se adiciono el buffer de muestra 2X (10% 2-
mercaptoetanol, 20% glicerol, 0.004% azul de bromo fenol, 0.125M Tris-HCI) y se
trataron con calentamiento a ebullicién por 1 min. Las muestras individualmente fueron
cargadas en un carril de una dimension de 66mm de largo; se empleo un marcador de
peso molecular pre-tefiido con un rango de 10 a 260 kDa (Thermo). La electroforesis se

Ilevo a cabo en buffer de corrida (25 mM Tris-base, 190 mM glicina, 0.1% SDS) a 80V
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por un tiempo aproximado de 3h (se realizaron previamente geles de 9 carriles y se
tifieron con Comassie para observar las bandas de proteinas). Una vez finalizado el
corrimiento, los geles fueron colocados en buffer de transferencia (25mM tris-base,

190mM glicina, 20% metanol, pH 8.3) durante 30 min.

Membranas de PVDF (GE Healthcare) fueron colocadas en metanol por 5 min,
luego en agua destilada por 2 min y finalmente en buffer de transferencia frio por 5 min.
Una vez listo el gel y la membrana se realizo el montaje de las mismas para la
electrotransferencia. En el casete de electrotransferencia se colocé una esponja y sobre
ella papel filtro (2 o 3 piezas) humedecido con buffer de transferencia, luego la
membrana de PVDF activada, el gel, de nuevo papel filtro (2 o 3 piezas) humedecido
con buffer de transferencia y otra esponja. Al colocar el casete dentro de la camara la
membrana fue colocada en direccién del polo positivo y el gel del polo negativo. Se
corrio la electrotransferencia en hiumedo a 100V durante 1 h en cuarto frio. Transcurrido
el tiempo se recupero la membrana y fue transferida a un contenedor con solucion
bloqueadora (leche descremada 5% en PBS 1X) y se incubd por 1 h en agitacion.
Posteriormente, se realizaron lavados con PBS 1X y la membrana fue cortada en tiras de

4mm de ancho y se almacenaron a -20°C hasta su uso. (23,25).

A partir de las tiras de las muestras de ICP contenidas en las membranas de
PVDF se realizaron 2 lavados con la solucion de lavado (PBS 1X, Tween 20 1:1000).

Los sueros de los pacientes fueron diluidos 1:50 en leche descremada al 3% en PBS 1X
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y se incubaron con las membranas a temperatura ambiente en agitacion por 2h.
Finalizada la incubacidn, se realizaron 3 lavados de 10 min cada uno y el anticuerpo
secundario anti-lgG humana conjugado con peroxidasa (Abcam) fue adicionado a una
dilucion de 1:10,000, nuevamente se incub6 a temperatura ambiente en agitacion por 1h,
se realizaron 3 lavados como se menciond anteriormente y finalmente fueron revelados
TMB de membrana (Sigma). Las bandas positivas reconocidas fueron determinadas y su

peso molecular (PM) fue calculado de acuerdo a su RF (relacion de frente).

4.13 Analisis Estadistico

Los resultados obtenidos fueron analizados empleando una prueba de t de student

para el andlisis de Elisa con el programa GraphPad Prism 5.



CAPITULO V

RESULTADOS

5.1  Pacientes con infeccion herpética de VHS-1 activa.

Durante un periodo de un afio que abarco de noviembre del 2009 a noviembre del
2010 participaron 50 personas que llegaron con lesiones de tipo ulcerosas en la zona
orofacial a la consulta de dermatologia del Hospital Universitario “José Eleuterio
Gonzalez”. Las caracteristicas de los pacientes se encuentran descritas en la tabla 3. Se
determind la presencia de anticuerpos IgM e IgG anti-VHS-1 por el método de ELISA.
Solo 24 de los pacientes con infeccion viral activa, se diagnosticaron con VHS-1, los

demas fueron diagnosticados con otro tipo de infeccion (VHS-2 o varicela zoster).

Se lograron recolectar un total de 24 sueros, 4 sueros fueron descartados porque
no se obtuvieron con la calidad necesaria para la realizacion de la prueba por lo que solo
se trabajaron con 20 sueros de pacientes. Ademas, se emplearon 23 sueros como
controles negativos de personas que no presentaban la infeccion clinicamente. El 14.3%
de los pacientes presentaron anticuerpos IgM anti VHS-1, mientras el 85.7% de los
pacientes presentaron anticuerpos IgG anti-VHS-1. El grupo control mostro que el 61%

de los sueros fueron positivos para IgG. Figura 8.
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Figura 7. Anticuerpos IgM e 1gG anti-VHS-1 presentes en los sueros de los
pacientes con infeccion herpética activa que fueron determinados por ELISA. A)
Determinacion de anticuerpos IgM Anti-VHS-1, se muestra que la mayoria de lo
pacientes tenian bajos niveles de este anticuerpo. B) Determinacion de anticuerpos IgG
anti-VHS-1, se muestra le presencia de esta inmunoglobulina en la mayoria de los
pacientes. Los valores estan expresados en Unidades Internacionales por ml. Se realizo
una prueba de t de student para determinar la significancia entre los grupos.* P =
0.0127.

37



5.2  Obtencion, amplificacién y aislamiento de las particulas virales a partir de

muestras clinicas

Se realizaron los cultivos empleando las 24 muestras tomadas de las cuales solo
diez aislados clinicos fueron amplificados en cultivo celular, tomandose como muestras
positivas. Cabe mencionar que las muestras positivas ademas de cumplir con los
criterios clinicos se les realizaron un ensayo aparte el cual fue una PCR para la
amplificacion del gen tk como parte de la confirmacion molecular dando positivas las

muestras (datos no mostrados)

Se realizaron 2 ciclos de infeccién donde se obtuvo en promedio 37 crioviales
como stock viral para cada uno de los 10 aislados y la cepa de referencia VHS-1 KOS
como cepa control y estos se conservaron a -80°C. En la figura 1, se muestra el
desarrollo del dafio citopatico por la replicacion de la particula viral, manifestandose en
cambios morfologicos. Las infecciones fueron realizadas en células Vero, las cuales
tienen una morfologia epitelial y se adhieren a la base del frasco de cultivo. Entre los
dias 5-8 post-infeccion (p.i) se empezaron a manifestar los cambios morfolégicos, de
una célula alargada a una célula redondeada, a mayor tiempo de infeccidn se observaron
mas células con estas car%cjterl'sticas, ademéé)las células perBi)eron su capacidad de
adherencia. Posteriormente, las células presentaron mas dafio que finalizd en la lisis

celular.



Figura 8. Efecto citopatico de las células Vero durante la amplificacion de los
aislados clinicos por la infeccion por VHS-1. A) al tiempo cero de infeccion. B) a los 5
dias p.i., C) 7 dias p.i., D) a los 7 dias p.i., a 40X de magnificacion.

5.3  Cuantificacion de las particulas virales

La cuantificacion de las particulas virales se realiz6 por la técnica de formacion
de placas liticas. A partir de los stocks virales de cada uno de los aislados y de la cepa
VHS-1 KOS se determind la concentracion de las particulas virales obtenidas. En la
figura 2, se muestra una placa de 6 pozos donde fue observada claramente el efecto de
lisis celular causado por la infeccion del VHS-1. A diluciones menores se observa una
lisis total de las células, a mayor dilucion se definieron la zonas de infeccion, hubo lisis
celular y esta se determind como unidades formadoras de placa (UFP). En la misma

figura, se muestra a detalle las placas liticas indicando la infeccién viral.
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Figura 9. Titulacion viral a partir de un concentrado viral por UFP y tefiidos con
Giemsa. A) formacion de placas en diferentes diluciones del virus para determinar la
concentracion viral en UFP/ml. B) células Vero tefiidas sin infeccidn, C) la presencia de
una placa litica a 10X de magnificacion.

Se realizo el conteo para cada aislado y la cepa VHS-1 KOS, los valores
obtenidos se determinaron en un rango de dilucién de 10y 10°®. Los resultados de la

cuantificacion de las particulas virales se muestran en la tabla 4.
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No. MUESTRAS AISLADO TITULO

CLINICO (UFP/ml)
1 #01 3X10°
2 #09 8x10°
3 #13 4.3X10°
4 #17 5X10°
5 #18 7.2X10°
6 #26 7.2X10°
7 #27 7X10°
8 #28 7 X 10°
9 #42 3x10°
10 #39 1.1X10°
11 KOS 4.5x10°

Tabla 5. Titulos virales obtenidos para cada uno de los aislados clinicos y la cepa
viral VHS-1 KOS.

5.4  Ensayos de susceptibilidad al aciclovir (ACV)

El ensayo de susceptibilidad al ACV fue realizado para determinar esta actividad
bioldgica en los aislados virales. Se trabajaron con 10 concentraciones diferentes del
ACV. Por medio de la técnica de reduccion de placas, se contaron las placas liticas, se
determind la concentracion inhibitoria 50 (IC50) por el método de Reed y Muench. En la
figura 3, se muestra el desarrollo de las placas de infeccion y la cantidad de estas fueron

disminuyendo conforme la concentracion del medicamento aumentaba.
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Figura 10. Resultados del analisis de reduccion de UFP del aislado #42 y cepa
KOS de VHS-1 respectivamente por la presencia de la concentracion decreciente de
ACV.

Las cepas virales del VHS-1 fueron clasificadas como cepas resistente al ACV
solamente aquellas cuyo valor de ICsy se encentrara igual o mayor a 3.0 mg/ml, en el
caso de los virus aisladas todas las cepas de VHS-1 incluyendo la de referencia
mostraron ser susceptibles al ACV obteniéndose un promedio en la concentracion de
ACV de 0.3 mg/ml, 10 veces menor del 1Cs para ser consideradas como resistentes. En
el caso del aislado #17 se determind una ICsy de 1.5 mg/ml, la cual fue la mayor
concentracion que se encontro, sin embargo es una cepa no resistente al ACV. Los datos

obtenidos para cada muestra se encuentran en la figura 4.
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Figura 11. Concentraciones de ICso en mg/ml obtenidas para cada uno de los
VHS-1 de los aislados clinicos y la cepa KOS.

5.5  Patron de ICP en la infeccion litica in vitro por VHS-1

Se realizaron las infecciones en células Vero con los diferentes VHS-1 aislados y
KOS a una MOI de 5 por 7 horas. Las células infectadas se lisaron en un volumen final
de 0.15ml para evitar una mayor dilucién de las proteinas. La cuantificacion de las
proteinas fue realizada por el método de Bradford encontrando una concentracion
promedio de 2.81mg/ml. Para corroborar la infeccion ademas de las observaciones
morfoldgicas se realizaron geles SDS-PAGE al 10%. Se observo claramente un cambio
en el patron de expresion de proteinas en los carriles del 2 al 12 que corresponden a las
proteinas extraidas de las infecciones con los virus de los aislados clinicos, este cambio
de hace evidente por el control negativo donde solo estan las proteinas celulares en el
carril 13. De los cambios mas notorios como se puede observar en la figura 5
corresponde a las proteinas de alto peso molecular, en esta regién caen la mayoria de las

glicoproteinas virales presentes en la membrana viral por ejemplo gA, gB y gC cuyo

41



peso moleculares oscilan entre los 120,000 a 130,000 Daltons (Da). Asi mismo, las
proteinas ICP4, ICP8 e ICP9 se encuentran entre los pesos moleculares de 175,000,
132,000 y 125,000 Da, respectivamente. También estan presentes proteinas de bajo peso
molecular entre ellas se encuentran las proteinas UL14 y VP22 que corresponden a un

peso molecular de 34,000 y 38,000 Da, respectivamente.
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Figura 12. Patron de ICP en un Gel SDS-PAGE al 10%. Carril 1: marcador de
peso molecular en kilodalton; carril 2: cepa VHS-1 KOS; carriles 3-12 diferentes
aislados clinicos (#1, #9, #13, #17, #18, #26, #27, #28, #39 y #42, respectivamente); y
carril 13 control negativo (células Vero sin infeccién).

5.6  Patrdn de ICP en la infeccion latente in vitro por VHS-1

Debido a la naturaleza de la infeccién de VHS-1 en células neuronales, la linea
celular SK-N-SH no manifiesta dafio citopatico por la infeccion viral por VHS-1, en el
presente trabajo infectamos las células neuronales y para evidenciar tal infeccion se
realizé una prueba de inmunofluorescencia (IF) para determinar el establecimiento de la

misma en la linea celular empleada.
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La prueba se realizé sobre las células SK-N-SH que fueron de nuestro particular
interés debido a que estas células son permisivas a la infeccion por el VHS-1 y como
control de infeccién se trabajaron con las células Vero, las cuales se infectaron con
VHS-1 KOS dejando el mismo tiempo de infeccion para la obtencion de las ICP para
evitar cambios en la expresion de proteinas ni acumulacién o baja concentracion de
estas. Como controles fue empleado un control positivo de la técnica el cual fue de
anticuerpos antinucleares (ANA), como control negativo se emplearon células sin
infeccion y se trabajaron con 3 diluciones de los sueros de los pacientes (1:20, 1:40,
1:80), cabe recalcar que a los sueros de los pacientes también se les realizd la
determinacién de ANA para descartar que la sefial observada fuera correspondiente a
alguna enfermedad autoinmune. Los resultados obtenidos se puede observar en la figura
6, las células Vero mostraron fluorescencia como se esperaba y que nos sirvié de
referencia, al igual que las células Vero, las células SK-N-SH mostraron fluorescencia
evidenciando la infeccidn viral, la fluorescencia en las células neuronales fue visualizada

mejor a una dilucion de 1:80 de los sueros de los pacientes.
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Figura 13. Ensayo de IF en células Vero permisivas a la infeccion por VHS-1y
células de neuroblastoma (SK-N-SH) no permisivas para la infeccion viral donde se
muestra sefial derivada de la presencia del virus en las células.

Con los resultados anteriormente obtenidos se realizaron las infecciones
correspondientes con todos los aislados en la linea celular neuronal para la obtencion de
las ICPs. Se corri6 un gel SDS-PAGE al 10% vy se observo el patron de corrimiento de
las proteinas. Las proteinas fueron cuantificadas por el método de Bradford y la

concentracion promedio fue de 1.75mg/ml.



Similar a la infeccion litica, en la infeccion latente, se observo la presencia de
proteinas de alto peso molecular correspondiente en parte a las glicoproteinas de
membrana, recalcando que estds proteinas fueron observadas a las 7 horas post

infeccion.
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Figura 14. Patron de ICP en la infeccion latente in vitro. Gel de SDS-PAGE al
10%, carril 1: marcador de peso molecular en kilodaltons; carril 2: cepa VHS-1 KOS;
carril 3-12: diferentes aislados clinicos (#1, #9, #13, #17, #18, #26, #27, #28, #39 y #42,
respectivamente); y carril 13: control negativo (células SK-N-SH sin infeccion).

5.7  Determinacion de anticuerpos neutralizantes contra VHS-1 por

microneutralizacion en placa (MNP).

En la determinacion de AcN (anticuerpos neutralizantes) fueron analizados los
20 sueros obtenidos de los pacientes y que previamente fueron evaluados por ELISA. En
la figura 9, se ve la representacion de una placa de cultivo donde se llevo el ensayo de

microneutralizacion en placa con las diluciones que se realizaron para la prueba. Como

45



se menciond anteriormente solo 3 sueros (#7, #14 y #15) dieron negativo por este
método confirmando los datos obtenidos por ELISA. En los ensayos de MNP fueron 4
sueros los que dieron una dilucion neutralizante menor de 1:40, 12 sueros (entre estas
muestras se encuentran la de los pacientes que dieron cultivo positivo) mostraron
diluciones iguales o mayores a 1:40. En general las muestras presentaron un efecto
neutralizante. En la tabla 5, se muestras los valores obtenidos para cada muestra, asi
como, su comparativo con los resultados de ELISA corroborando los datos entre ellos,
es decir, en las muestras que fueron positivo para ELISA tanto IgM e 1gG fueron las que
presentaron un efecto de neutralizacién a una mayor dilucién, asi como también 3
muestras dieron negativo y no se observé efecto de neutralizacion y finalmente

mostraron un cultivo negativo.
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Figura 15. Placa de cultivo donde se ve el efecto neutralizante y se va perdiendo
conforme aumenta la dilucion de los sueros. Columna 1 control positivo de
neutralizacién, columna de 2 un suero negativo y de las columnas 3 a 11 sueros de
pacientes (#1, #4, #5, #6, #7, #8, #13, #14 y #15 respectivamente). En la columna 12 los
controles de la infeccion.
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MNP ELISA

Miiestras DILUCION  IgG  IgM
1 1:80 + -
5) 1:10 + -
6 1:80 + -
7 Negativo - -
8 1:160 + -
13 1:160 + -
14 Negativo -

15 Negativo - -
17 1:80 + +
18 1:80 + +
24 1:40 + -
25 1:20 0 -
26 1:80 + -
27 1:80 + -
29 1:20 + -
31 1:160 0 +
39 1:160 + -
40 1:20 + -
42 1:160 + +
44 1:160 0 -

Tabla 6. Resultados del ensayo de MNP y ELISA para cada uno de los sueros de
los pacientes con infeccion activa por VHS-1.

5.8  Identificacion de antigenos virales en la infeccion litica y latente por VHS-1

Una vez ya obtenidos las ICP y determinado la presencia de anticuerpos en los
sueros de los pacientes, estos sueros fueron empleados para determinar que ICP son

reconocidas durante la infeccidn litica o latente causada por VHS-1.
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INFECCION LIiTICO

A) VHS-1 KOS B) Aislado #16 C) Aislado #42

1 13 1718 26273942 1 13 1718 26 273942

INFECCION LATENTE

D) VHS-1 KOS E) Aislado #18 F) Aislado #26

1 13 17 18 26 27 39 42 1 13 17 18 26 27 39 42
Kda
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Figura 16. Inmunoelectrotransferencia (Western blot) en los dos modelos de
infeccidn con la cepa KOS de VHS-1 como referencia y 4 aislados diferentes.
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Para la evaluacion de las bandas de proteinas reconocidas se calcul6 el R.F. para
cada banda, asi como, el de los marcadores de peso molecular pre-tefiidos. A partir de
estos Ultimos datos se grafico el Logpw contra la distancia de migracion en mm (figura

17) a partir de ahi fue calculado el peso molecular de cada una de las bandas.

y =-0,464In(x) + 3,2178
Iog PM R?=0,9673
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Figura 17. Curva de calibracion de pesos moleculares de las proteinas.

5.8.1 Proteinas Inmunodominantes en una infeccion litica por VHS-1

Al analizar los Western blot en la infeccion litica, 36 proteinas fueron
reconocidas tomando en cuenta todos los aislados. Once proteinas correspondientes a los
PM de 173, 140, 119, 108, 103, 89, 70, 50, 48, 46 y 44 kDa se encontraron en la mayoria
de los sueros analizados. En la figura 12, se muestra una grafica general para cada
proteina y el porcentaje de reconocimiento segun el aislado considerando los 8 sueros de

los pacientes.
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Figura 18. Porcentaje de reconocimiento para once proteinas de los 11 VHS-1
aislados de muestras clinicas.

De las 11 proteinas seleccionadas de la infeccion litica, solo las proteinas de 140,
119, 103 y 50 kDa fueron reconocidas por el 90% de los sueros analizados como se
puede observar en la figura 13. De acuerdo, con el PM de esas proteinas corresponden a
la ICP6, ICPO y a TK o gD del VHS-1. Otra proteina reconocida con un peso
aproximado de 173kDa corresponde a la ICP4. Todas estas proteinas son importantes en

la primera fase de infeccion del virus a la célula.
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Figura 19. Porcentaje de reconocimiento de las 11 proteinas virales expresadas
7h p.i. en el ciclo de infeccion litico en células Vero.

5.8.2 Proteinas Inmunodominantes en una infeccién latente por VHS-1

Treinta y tres antigenos fueron reconocidos en la infecciéon latente por los
anticuerpos de los pacientes. De estos mismos antigenos, se evaluaron las 11 proteinas
previamente seleccionadas en la infeccién litica debido a su frecuencia y como se puede
observar en la figura 14, las proteinas de 119, 108 y 48 kDa fueron reconocidas por el

80% de los sueros.

Con respecto a las proteinas que estuvieron presentes en ambos tipos de
infeccidn, la proteina de 108kDa mostré la misma frecuencia de reconocimiento, sin
embargo, la proteina de 39kDa obtuvo un mayor inmunoreconocimiento en la infeccion
latente a pesar de que también estuvo en la infeccion litica. La proteina de 55 kDa solo

fue reconocida en la infeccion latente.
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Figura 20. Porcentaje de frecuencia de reconocimiento de 11 proteinas virales
expresadas 7h p.i. en el ciclo de infeccion latente en células SK-N-SH.

52



CAPITULO VI

DISCUSION

Las infecciones virales, particularmente la infeccion por el VHS-1 esta
distribuida en el mundo, es una infeccion con una alta incidencia y recurrencia, ademas
de que no existen datos epidemioldgicos de la infeccién que causa en zona orofacial.
En México, no existen hasta la fecha estudios epidemioldgicos masivos para identificar
la prevalencia de la infeccion por virus del género herpes. La forma de estimar su
prevalencia de manera indirecta es mediante pruebas seroldgicas (60) en la
determinacién de anticuerpos IgG que proporcionan informacion de que el sujeto ha
estado expuesto al patdégeno, ha sido reconocido por el organismo y ha generado
memoria inmunoldgica. Se conoce a la fecha que las especies de herpes simplex 1y 2
son de alta seroprevalencia segun lo reportado por varios estudios seroldgicos (61). En
este trabajo nos enfocamos a estudiar los patrones de respuesta inmunoldgica a la

infeccion in vitro por herpes simplex 1 en dos modelos de infeccion (litica y latente).

En el presente trabajo se tuvieron 2 tipos de muestras, aquellas de sujetos que no
manifestaban caracteristicas clinicas de la infeccion por VHS-1 y aquellos que
presentaban la lesion herpética activa en la zona orofacial. Se evalud la presencia de los

anticuerpos IgM e 1gG. Nuestros resultados mostraron que un 14.3% de los pacientes
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fueron positivos para IgM, mientras, el 85.7% fueron positivos para 1gG, lo anterior fue
asociado con el diagnostico clinico en el sentido de que los pacientes que dieron positivo
en la ELISA presentaban la lesion y el éxito de aislar la particula viral del herpes in situ
era mayor. Por otra parte, se observo que el 61% de los sujetos sanos (sin infeccion
activa) fueron positivos para anticuerpos IgG indicando la seroprevalencia del VHS-1 en
nuestra region. Nuestros resultados concuerdan con los valores de seroprevalencia
reportados por Rezaei-Chaparpordi et. al., donde la seroprevalencia reportada fue del
58.4% en 800 sujetos estudiados (61). En otro estudio, D. Biinzli y cols en Suiza
recolectaron muestras de sueros por un periodo de 1992 a 1993, encontrando una
seroprevalencia del 80% para VHS-1 en una poblacion adulta en un total de 3,120

muestras analizadas por ELISA (60).

En el desarrollo de las investigaciones con patdgenos una parte importante de
ellas involucra su aislamiento para realizar estudios in vitro en el laboratorio. El virus
del herpes simplex tipo 1 y 2 fueron aislado por primera vez a principios de los afios
70’s donde se realizaron ensayos de infeccién en modelos celulares in vitro. Bowies et.
al., realizaron varios aislamientos, de esos solo 3 aislados correspondian al VHS-1 en

lesiones orofaciales (56).

En el presente trabajo aislamos el VHS-1 a partir de lesiones en la region oral de
24 pacientes con infeccion activa y se lograron realizar 10 infecciones de manera

efectiva en linea celular Vero para la amplificacion de las particulas virales y esta misma



prueba se empleo en el modelo de infeccion litico in vitro, el cual se discutird mas
adelante. Tres de las 24 muestras obtenidas de los pacientes estudiados fueron negativas
para la prueba de ELISA, lo anterior se asocié directamente con la ausencia de la
capacidad de neutralizar las particulas virales. De igual manera, aquellas muestras con
resultados negativos por el método de ELISA fueron negativas en el cultivo viral,
sugiriendo que es otro el agente etioldgico responsable de la lesion en los pacientes
estudiados. Finalmente, once muestras fueron negativas en el cultivo a pesar de
presentar una lesién clinica caracteristica que sugiere la presencia del virus ademas de
una serologia positiva, esto puede deberse a varios factores, pueden ser de tipo biol6gico
en el cual la concentracién de virus presente en la lesion pudiera no ser suficiente para
su amplificacion in vitro, asi como, la forma de transportacion al lugar donde se inician
los estudios, ya que el trabajar con particulas virales activas es muy delicado por ser un

parasito intracelular estricto.

Una de las posibles causas de la recurrencia de la infeccion por el VHS-1 es la
resistencia al tratamiento que puede llegar a generar el virus como parte de los factores
de virulencia. Dentro de los ensayos que se realizaron fue determinar la 1Csy de nuestros
aislados clinicos, considerando cepas susceptibles a ACV aquellas encontradas con una
ICso menor de 3mg/ml, medicamento que es el estandar de oro para el tratamiento de las
infecciones herpéticas. También consideremos que no hay actualmente publicaciones o
reportes de resistencia al tratamiento en nuestro pais. La informacion sobre cepas
resistentes a ACV circulantes en las muestras incluidas en el presente estudio hubiese

sido de utilidad para cualquier contingencia que se hubiera presentado durante el
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desarrollo del trabajo, ademés de apoyo para la seleccion de otras alternativas

terapéuticas.

De los 10 aislados clinicos de VHS-1 analizados para determinar su
susceptibilidad a ACV, el 100% de las muestras fueron sensibles al anti-viral. La
resistencia ha sido reportada en varias poblaciones a nivel mundial, sin embargo, en
nuestra muestra la resistencia no fue encontrada esto puede deberse al tamaio de la “n”
analizada. El grupo de M. Freire realizo un trabajo de susceptibilidad en pacientes que
estaban bajo inmunosupresion por medicamentos ya que estos pacientes fueron
sometidos a un trasplante; de las 26 muestras estudiadas que presentaban infeccion por
el VHS-1 solo un aislado mostrd resistencia correspondiendo al 3.8%. Ellos mismos
reportan que aproximadamente hay un 5% de resistencia por el VHS-1 al ACV segun
estadisticas publicadas por otros autores (58,59). Losada et. al., trabajaron con 2 grupos
de pacientes, uno con infeccion por herpes (n=19) y el segundo con herpes e
inmunosuprimidos por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH, n=63) reportaron
de manera general que el primer grupo mostré un 100% de sensibilidad al ACV v el
segundo grupo un 96.9% de sensibilidad (46). Finalmente, en la India fue reportada una
sensibilidad del 97% de 66 muestras (62). Todo esto indica que la resistencia del VHS-1
al ACV se presenta alrededor a nivel mundial del 5%, por lo tanto, este medicamento
continda siendo una buena referencia de tratamiento incluso en los pacientes bajo
inmunosupresion causada por medicamentos o infeccion. Sin embargo el monitoreo de

los casos resistentes debe continuar para modificar esquema de terapia.
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Otro de los factores que influyen para que llegue a establecerse y desarrollarse de
manera exitosa la infeccion es la respuesta inmune del hospedero. En la respuesta
inmune innata contra virus se caracteriza por la participacion de las células NK vy la
produccion de interferones de tipo 1. Al desarrollarse una respuesta inmune adquirida,
en esta participan los linfocitos T CD8+ y los anticuerpos. Los anticuerpos tienen
funciones de neutralizacion, blogueando la union del virus a la célula del hospedero
(32). La existencia de anticuerpos anti-VHS-1 no nos indica si estos tienen funcién
neutralizante, por lo tanto, esta fue evaluada por la técnica de MNP. De los 20 sueros de
los pacientes analizados el 15% fueron negativos para la prueba de MNP, los cuales
fueron negativos también por el método de ELISA, a pesar de que el paciente mostraba
una lesion no se encontrd evidencia de una respuesta inmune humoral adquirida.
Nosotros realizamos un ajuste en el punto de corte del titulo de anticuerpos para
determinar la positividad por MNP (>1:40) con la finalidad de descartar algun efecto de
reaccion cruzada, al cambiar lo anterior, bajo este criterio el 65% de las muestras de los
pacientes presentaron anticuerpos neutralizantes contra el VHS-1. En un estudio
realizado por Eberle y Courtney con sueros de pacientes VHS-1 y otros con VHS-2,
encontraron que la mayoria de ellos presentaron anticuerpos neutralizantes tomando
como positivos aquellos con un titulo de 10, pero una muestra catalogada como control
de no infeccion dio positivo para el ensayo de MNP para el VHS-1 y también tuvo un
titulo de 20 de anticuerpos neutralizantes para el VHS-2 mostrando una reaccion cruzada

(63). Lo anterior, apoya nuestra decision de haber tomado como valor de corte un titulo



de 40 ademaés, se evito en nuestro estudio ya que todos los pacientes estudiados

solamente presentaban infeccion por VHS-1.

Zweerink y Stanton trabajaron con 15 muestras de pacientes con infecciones
faciales recurrentes por VHS-1; ellos encontraron que todos los sueros presentaban altos
titulos de anticuerpos neutralizantes con respecto al control y también observaron que
estos titulos se mantenian en un nivel alto (con titulos de 256) después de 3 meses de
haberse presentado la lesion (48). En este estudio no dio el seguimiento seroldgico a los
pacientes lo cual seria interesante, pero bajo estas observaciones deducimos que el
paciente tiene una buena respuesta inmune y que esta se mantiene presente en el
transcurso de un cierto plazo. Estos autores mencionan que a pesar de que los titulos de
anticuerpos neutralizantes bajaron un poco, estos se mantenian sugiriendo que la
recurrencia de la infeccion herpética no esta tan relacionada con fluctuaciones
temporales en los niveles de los anticuerpos, mientras la ausencia o presencia de
anticuerpos especificos no hacen que los individuos sean mas susceptibles a infecciones

recurrentes.

También es interesante considerar que tipo de intervencidn tienen estos
anticuerpos neutralizantes presentes en el paciente; si estan participando en el bloqueo
de la interaccién del virus con la célula o en anular la liberacion y diseminacion de las
particulas virales en el hospedero, en donde, de manera general se ha denominado efecto

de neutralizacion pero segun Klasse y Sattentau en su revision lo consideran como
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efectos diferentes (47). La participacion de los anticuerpos neutralizantes en la infeccion
viral y como complementa a la respuesta inmune es de gran importancia debido a la
diversidad de trabajos enfocados en el desarrollo de vacunas que inducen este tipo de
anticuerpos a pesar de estar presentes en el hospedero, siguen padeciendo de esta y

muchas otras infecciones virales.

La importancia de haber determinado los titulos de los anticuerpos neutralizantes
es porque nos permite ver el nivel de respuesta del individuo hacia el agente infeccioso,
en este caso frente al VHS-1. La eficacia del anticuerpo puede radicar en el tipo de
antigeno especifico que llega a reconocer. En este caso hay una gran cantidad de
epitopos antigénicos que pueden llegar a reconocer los anticuerpos presentes en los
sueros de los pacientes, estos antigenos pueden ser de tipo comudn entre especies
estrechamente relacionadas y manifestar una reaccion cruzada como se ha observado
con la gB entre VHS-1 y el VHS-2 o de tipo exclusivo del agente infeccioso (64). El
empleo de anticuerpos monoclonales antigeno-especifico puede llegar a ser una opcion
para las prueba con fines diagnosticas al tener mas valor especifico, sin embargo, queda
el analisis de los sueros policlonales de los pacientes por el método de ELISA que llega
a tener una sensibilidad del 100% vy especificidad del 100% segun lo reportado por el

fabricante.

Lo anterior pone en evidencia que no solo es suficiente el conocer la presencia y

funcidn de los anticuerpos, sino también se requiere conjuntar esta informacion con otras
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pruebas para hacer la identificacion de antigenos inmunodominantes del agente
infeccioso. La determinacion de cuél o cuéles de las casi 80 proteinas sintetizadas por el
VHS-1 durante la infeccion juegan un papel importante en la interaccion antigeno-
anticuerpo-infeccion. Los virus de manera general tienen la propiedad de modular las
funciones bioldgicas de una célula animal modificAndolas para que se sinteticen nuevas
particulas virales. EI VHS-1 no es la excepcidn, de ahi que la infeccion herpética puede
manifestarse de manera clinica en células mucoepiteliales desarrollando lesiones
ulcerosas por efecto de la lisis celular al ser liberadas las particulas virales y la
particularidad de este virus es su tropismo por las células neuronales sensoriales
estableciéndose y manteniéndose en estado de latencia, de ahi el interés particular del

comportamiento de la infeccion viral sobre este Gltimo tipo celular.

En nuestro trabajo evaluamos los antigenos que de manera particular fueron
reconocidos por los sueros de los pacientes. Se infectaron células Vero como
representantes del desarrollo de una infeccién activa. La infeccion se dejo progresar por
7 horas figurando las primeras etapas de una infeccion y se obtuvieron las proteinas
virales intracelulares. Treinta y seis de los antigenos virales fueron expresados durante la
infeccion litica, de entre 25 y 240 kDa. En la mayoria de las muestras el reconocimiento

se dio en la region de las proteinas de alto peso molecular.

Eberle et.al, trabajaron con muestras de pacientes para determinar las proteinas

que reconoce el sistema inmune mediante inmunoprecipitacion de antigenos a partir de
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sueros de pacientes e identificaron proteinas de 125 a 130 kDa correspondientes a las
glicoproteinas gC, gA, gB y gD (63). En el presente trabajo nosotros empleamos la
prueba de Western blot para la determinacion de antigenos especificos donde
observamos también un reconocimiento constante de las proteinas de alto peso
molecular del VHS-1 para los 10 aislados por parte de los sueros empleados. De ahi que
se decidi6 hacer 2 grupos de proteinas, las de alto peso molecular que van de 100 a 260
kDa y otro grupo de proteinas de bajo peso molecular que va de 45 a 70 kDa,

aproximadamente (ver resultados).

De acuerdo con el peso molecular de las proteinas que fueron reconocidas en el
90% de las muestras estudiadas corresponden a las ICP6, ICPO, timidin cinasa, gD e
ICP4. Esas proteinas son importantes en los mecanismos de virulencia durante las etapas
tempranas de la infeccion celular, esto también confirma el establecimiento de una
infeccion viral celular in vitro (36). Bowles et.al, en su publicacion declaran la
importancia de las pruebas inmunoldgicas como apoyo en el establecimiento de un
diagnostico con respecto a otras técnicas disponibles. En su trabajo emplearon las
mismas herramientas que nosotros utilizamos, el Western blot. Estos investigadores se
enfocaron en la evaluacion de 3 proteinas Unicamente: ICP4, ICP27 y VP22.
Coincidiendo con sus hallazgos en la presencia de ICP4 como en otros trabajo, al igual
Kuhn et.al, reporté en su trabajo el reconocimiento de ICP4 y de gD ademas de gB,

VP19, VP20 y VP23 (56,64).



Kuhn et.al, encontraron al igual que nosotros las proteinas con un peso molecular
aproximado de 90, 70 y 45 kDa, esta Ultima corresponde a la VP20 una proteina
estructural de la capside viral. La presencia de esta proteina se relaciona con la expresion
de proteinas de los genes tardios, en este caso por las pocas horas que se dejo el cultivo
celular en infeccion pueden ser que su presencia este mas relacionada por el proceso
inicial de la infeccién que a una expresion génica viral, ya que se desconoce el tiempo
que le lleva a la célula degradar estas primeras proteinas mientras el virus sintetiza

nuevas para la formacion de las nuevas particulas virales (64,65).

La glicoproteina gD fue unas de las proteinas inmunoreconocidas por la
respuesta inmune humoral. Estos anticuerpos puede jugar un papel importante, no solo
en la funcion neutralizante como ya se menciono anteriormente, sino también
impidiendo la diseminacion de las particulas virales ya que estos anticuerpos especificos
bloquean su liberacion a partir de células infectadas , segun lo reportado por Shariffa et.
al. (35, 39). También esta proteina es crucial en la fusion de la membrana viral y la
membrana celular y por lo tanto en la infeccidn de células no permisivas, ademas de que

se estudia como un posible candidato para el desarrollo de una vacuna (52)

Las dos propiedades biol6gicas mas importantes y tnicas de los herpesvirus son
la neurovirulencia y la latencia. Los mecanismos virales implicados en esta afinidad y su
modulacion en su expresion génica en ceélulas neuronales no estan bien definidos aun. El

determinar que antigenos proteinicos pudieran estar presentes en la infeccion latente,
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principalmente, en las primeras horas de la infeccion proporciona informacion

importante en el comportamiento de la infeccion.

En el presente trabajo también determinamos las proteinas virales que estuvieron
presentes en la infeccion por el VHS-1 en la linea neuronal humana SK-N-SH utilizada
como modelo de infeccion de latencia. Como las primeras horas de una infeccion son
importantes y son cruciales para el desarrollo de una buena respuesta inmune,
infectamos las células SK-N-SH por 7 horas y como ya se describi6 se determinaron los

antigenos reconocidos por los sueros de los pacientes.

Un total de 33 proteinas diferentes fueron reconocidas en este tipo de infeccion
con los 11 virus evaluados y los sueros correspondientes, de igual manera se
seleccionaron las mismas 11 proteinas analizadas en el ciclo litico donde se encontro
claramente las proteinas que participan en las etapas tempranas de la infeccion. En las
células permisivas hubo un menor reconocimiento de manera general para estas
proteinas en las células neuronales, por ejemplo de la proteina de 173 kDa
correspondiente a la ICP4 disminuyo su reconocimiento en un 50%. Lo anterior, puede
indicar una disminucién de la actividad viral, sin la presencia de las proteinas de los
genes tempranos, por lo tanto no hay induccién de la actividad biosintética de las

proteinas virales.
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Otra proteina es la ICP0O (119 kDa) donde hubo una disminucion de un 10% en el
inmunoreconocimiento en el modelo de infeccidn latente. Esta proteina es importante en
la actividad del virus. EI mecanismo de regulacion entre ICP10 y LAT es crucial en la
modulacién de los dos estadios de infeccion del VHS-1, un menor reconocimiento
sugiere que la actividad viral cambio sugiriendo este cambio de actividad viral
inclinandose hacia el estadio latente. En este trabajo no logramos detectar una posible
proteina de LAT que se puede encontrar como una proteina de 40 kDa si esta degradada

o de 80 kDa; y esto pueda deberse por los tiempos cortos de infeccion.

Un reporte por Chou y Roizman donde infectaron células SK-N-SH, a las 7h
post-infeccion muestra la presencia de varias proteinas virales entre estas la ICP5, 11,
19, 25y 32, persistiendo hasta las 13h post-infeccion. En este trabajo estos autores no se
enfocaron en estas proteinas, si no que evaluaron la mutacion en el gen 34.5 del VHS-1,
no muchos investigadores se centran en las proteinas si no que se van a niveles génicos
que si bien aporta informacidn también sabes que no siempre se relaciones los niveles de

expresion génica con los niveles de expresion de proteinas (65).

Otra proteina detectada fue la de aproximadamente 55 kDa encontrada solamente
en el modelo de infeccion de latencia y no en el modelo de infeccion litico. No se
encontr6 informacion sobre esta proteina, motivo por el cual este hallazgo tiene un
interés particular, posiblemente esta proteina pueda ser un blanco para el diagnostico

oportuno y diferencial tratdndose de una encefalitis herpética o0 como otro candidato para
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una vacuna enfocandonos en la prevencion de la infeccion latente. Para ello se requieren
de otros estudios analiticos para corroborar las caracteristicas de esta proteina desde el
empleo de técnicas relativamente sencillas como una electroforesis de doble dimensién
la cual proporcionaria informacién muy valiosa sobre la proteina, hasta el empleo de
cromatografias. Ademas el desarrollo de anticuerpos monoclonales especificos contra
esta proteina apoyarian mas a su estudio y aplicaciones como el ver su efecto como

inmundgeno en un modelos de infeccidén animal y para un diagnostico mas certero.
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CAPITULO VII

CONCLUSION

Todos los pacientes con infeccibn con el VHS-1 presentaron una

respuesta de memoria medida por anticuerpos 1gG neutralizantes.

En la infeccion litica el 90% de los sueros de los pacientes infectados

reconocieron las proteinas de 140, 103 y 50 kDa del VHS-1.

En la infeccion latente el 90% en los sueros reconocieron las proteinas de

108 y 48 kDa del VHS-1.

Las proteinas de 119 y 39 kDa del VHS-1 fueron reconocidas en ambos
ciclos de la infeccion;, pero la de 39 kDa mostr6 mas

Inmunoreconocimiento en el ciclo de latencia.

La proteina de 55 kDa del VHS-1 s6lo fue inmunoreconocida en el ciclo

de latencia.
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ANEXO

CARTA DE CONSENTIMIENTO
Protocolo N°:

PROTOCOLO: Estudio Molecular E Imunolégico De Infecciones Virales
Inductoras De Encefalitis y/o Dermatitis, Desarrollo De
Vacunas Contra Infecciones Virales

INVESTIGADOR: Dr. Ernesto Torres Lépez

Esta forma de consentimiento pudiera contener palabras que no entienda. Por favor
pregunte al doctor del estudio o al equipo del estudio que le expliquen cualquier palabra
que usted no entienda totalmente.

En la lesién dérmica:
El estudio realizard una investigacion en la biisqueda de particulas virales, con muestras

biolégicas (el liquido de la lesién superficial en 1a piel) de las lesiones dérmicas
causadas por algunos virus.

En la encefalitis herpética:

El estudio realizar4 una investigacion en la biisqueda de particulas virales, en muestras
biolégicas, en este caso en Liquido Cefalorraquideo, en donde pueden estar las
particulas virales causantes de la enfermedad.

PROPOSITO Y DESCRIPCION DEL ESTUDIO
Breve descripcion del estudio:

Nosotros buscamos particulas virales para evaluar su propiedad de dafio y poder
disefiar vacunas antivirales contra estas particulas.

Aproximadamente 500 pacientes con estas infecciones virales menores de 80 afios de
edad participarén en este estudio

El estudio es sencillo y requiere de solo una toma de muestra de la lesién del causada
por el virus con un hisopo “estéril” y no causa dolor, ademés de una toma de sangre,
también en condiciones estériles, en el caso de la infeccién por HSV-1 y 2, en el caso de
la infeccion por HSV-1 que produce encefalitis ser4 una toma de Liquido
Cefalorraquideo (LCR) en condiciones de esterilidad, estas serdn tomadas y dirigidas
por el Dr. Héctor Ram6n Martinez del Departamento de Neurologia, ademas de una
toma de sangre, el tratamiento serd para estas infecciones virales sera bajo la direccién
de los Departamentos de Dermatologia y Neurologia , respectivamente.

El estudio tiene solo tres fases:

(1) Seleccién y reclutamiento de pacientes con probable infeccion i
o HSV-2.



(2) Consentimiento y firma del paciente, en el momento que usted firma este
consentimiento se realiza la primera toma de muestras de la lesién y de sangre.

(3) La fase de tratamiento y seguimiento., en caso de que se requiera ser4n dirigidos
por su médico

Si esta dispuesto(a) a participar en este estudio, se le pedird que interrumpa cualquier
medicamento que pudiera estar tomando pero que contintie su actual régimen para otras
condiciones médicas. A las mujeres embarazadas solo se tomara una muestra de la
lesion herpética y una toma de sangre.

Este es un estudio para aislar virus patdgenos que causen lesiones herpéticas o
enfermedades cerebrales en humanos.

Se planea que alrededor de 500 personas que tengan una infeccién herpética no
mayores de 80 afios de edad participaran en este estudio.

PROCEDIMIENTO DEL ESTUDIO
Seleccién:

Antes de iniciar el estudio, usted sera evaluado en una consulta de seleccién por el
Doctor del estudio en la oficina o clinica para valorar si usted es elegible para participar
en este estudio. Se le harén varias preguntas respecto a su salud, antecedentes médicos y
medicamentos que pudiera estar tomando. El doctor del estudio determinard si usted es
elegible para participar en el estudio.

Las mujeres en edad reproductiva (teniendo periodos menstruales y no esterilizadas
quirirgicamente) o embarazadas también solo serdn incluidas en el estudio
dermatolégico.

Periodo de Seguimiento:

En caso necesario seré por la consulta y la direccion del departamento de Neurologia o
Dermatologia, respectivamente. '

BENEFICIOS

No existe garantia que usted obtendra un beneficio al participar en este estudio; sin
embargo, usted y los futuros pacientes pudieran sacar provecho de cualquier
investigacién cientifica. Tales beneficios incluyen la posibilidad de que este estudio
pudiera ayudar a desarrollar una nueva inmuno terapia como la produccién de una
vacuna contra esta infeccion, para usted u otras personas con esta misma infeccion

COSTOS
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NUEVOS HALLAZGOS

Se le notificara de manera oportuna respecto a cualquier nueva informacién importante
en relacién a su seguridad y que pudiera influir sobre su voluntad de continuar
participando.

CONFIDENCIALIDAD Y REVISION DE DOCUMENTOS FUENTE

Los archivos del estudio que lo identifican se mantendrin confidenciales como lo
requieren las leyes. Excepto cuando lo requieran las leyes, no se le identificara por su
nombre, domicilio, nimero de teléfono o cualquier otro identificador personal directo
en los registros del estudio divulgados fuera del centro de estudio. Para aquellos
registros divulgados fuera del centro de estudio, se asignar4 un niimero de c6digo tinico
para proteger la confidencialidad de los sujetos participando en el estudio.

Su autorizacién para el uso de los datos de investigacién, muestras bioldgicas y
fotografias almacenadas como parte de este estudio no tiene fecha de expiracién. Sin
embargo, la divulgacién de los resultados del estudio no incluir4 ninguna informacion
que pudiera permitir la identificacién de algin individuo participando en el estudio.

PREGUNTAS

Usted tiene derecho de realizar cualquier pregunta, en cualquier momento, respecto al
estudio, incluyendo los riesgos potenciales y conocidos.

Si en cualquier momento tiene una pregunta relacionada con este estudio o si
experimenta una lesion relacionada con la investigacion, el Dr. Ernesto Torres Lépez
0 su representante estard disponible para contestar sus preguntas en el niimero de
teléfono: 83 33 10 58, Departamento de Inmunologia, en el horario de 9 am. a 4:00
p.m.

Si tiene cualquler pregunta respecto a sus derechos como paciente de investigacion, se
puede comunicar con el Comité de Etica del Hospital Universitario “José E. Gonzélez”.
El nimero de teléfono es: 818-329-4050.

No firme esta forma a menos que haya tenido la oportunidad de preguntar y haya
recibido respuestas adecuadas a todas sus preguntas.

PARTICIPACION /RETIRO VOLUNTARIO

Usted puede decidir no participar en el estudio, o, si decide participar en el estudio, se
puede retirar del estudio en cualquier momento.

Su decision de no participar o de retirarse del estudio no significara ningiin castigo o
pérdida de beneficios a los cuales tenga derecho, y no evitara su acceso a la a%encxon
médica. Si decide retirarse, por favor notifique al Dr. Emesto Torres Y
representante en la consulta por escrito y hagale saber que se esta retmmd‘
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Su doctor del estudio puede retirarlo a usted el estudio en cualquier momento cuando El
/ Ella considere que es en su mejor interés.

CONSENTIMIENTO

He leido y entendido toda la informacién precedente describiendo este estudio de
investigacién. Esta investigacion me la explic el Dr. Emesto Torres Lépez y/o el
coordinador del estudio y todas mis preguntas fueron contestados a mi entera
satisfaccion.

Yo consiento en participar voluntariamente en este estudio.
Entiendo que recibiré una copia firmada de esta forma de consentimiento.

Al firmar esta forma yo no he renunciado a ninguno de los derechos legales a los cuales
vo de otra forma tuviera derecho como participante en un estudio de investigacién.

Yo otorgo la autorizacién para divulgar mis antecedentes médicos al Patrocinador, la
FDA, la SSA, Comité de Etica y/o Consejo de Revision Institucional y otras autoridades
sanitarias.

Otorgo la autorizacién para divulgar mis antecedentes médicos relacionados con la
investigacion a Dr. Emesto Torres Lopez, la FDA, otras autoridades sanitarias v al
Comité de Etica y/o Consejo de Revision Institucional. También estoy de acuerdo que
la informacion resultante de mi caso se pueda usar en publicaciones resultando de este
estudio, sin revelar mi identidad personal de manera alguna.

Firma del paciente Fecha

Nombre del paciente en letras de molde

Nombre de la persona conduciendo la Fecha
discusion de consentimiento

Nombre del testigo Firma del testigo

Parentesco con el paciente Fecha

/B
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PREPARACION DE SOLUCIONES Y REACTIVOS

Generalidades de Cultivo Celular
Componentes para suplementar Medio A-DMEM:

Componentes Volumen para Volumen para
celulas Vero celulas SK-N-SH

Medio A-DMEM 500 ml 500 ml

Suero bovino fetal (2%) 10 ml 58 ml

Aminoacidos No esenciales (1%) 5ml 5ml

Antibiotico (Penicilina/estreptomicina, 1%) | 5 ml 5ml

L-Glutamina (1%) 5ml 5ml

e Volumenes a manejar en Cultivo celular:

Tamafo de botella | PBS (lavados) ml | Tripsina 1x, ml | Medio (A-DMEM) ml
25 cm’ 3 1 3
75 cm’ 4 2 10
150 cm’ 5-7 2.5 21

e Etiquetar las botellas y placas de cultivo con los siguientes datos:

Linea Celular | Vero SK-N-SH

# de pasaje p33 (pasaje #)* p9**

Fecha 170912 (dia-mes-afio) | 170912 (dia-mes-afio)
*max. 20 pasajes después de descongelar un vial con células.

** max. 10 pasajes después de descongelar un vial con células.

| Cepa Viral | VHS-1 (KOS) ATCC VR-1493 |

e Calculos para MOI a partir de PFU:

Para calcular la MOI se utiliza la siguiente formula:
MOI= (PFU)(Volumen de Infeccion)
# de células a infectar

Ejemplo de célculos:
MOI: 0.01

Partiendo de un concentrado viral con un titulo de 7x10® PFU/m
Células a infectar: 2.5 x 10° células Vero.
Primero se debe calcular el nimero de PFU necesarios, despejando de la formula
anterior:
PFU= (0.01)(2.5x10° células)

0.8 ml




PFU= 3,125 PFU
Pero si se van a preparar 3 ml:

3,125PFU x 3 ml=9,375PFU para tener 3,125PFU/ml.

Entonces, hacer diluciones seriadas del concentrado viral, el valor de dilucion mas
cercano al nimero de PFU’s necesarios es 7x10* (7,000 PFU/mI), es decir la dilucion
10 (dilucion #4); si se va a preparar 3ml de dilucién con una MOI: 0.01, se usa la

férmula de:
C1V1:C2V2

(7x104 PFU) V1= (9,375 PFU)(3 ml)
V;= 0.4 ml de la dilucién 10 + 2.6 ml de medio A-DMEM 2% SBF = dilucién #5
Con ésta tltima dilucion infectar 2.5x10° células Vero con 0.8ml a una MOI= 0.01

EXTRACCION DE PROTEINAS TOTALES

Soluciones de raspado:

Para 50 ml
Reactivo Concentracion Medir
PBS 1x 1x 50 ml
EDTA 100 mM 100 ul
pH=8
-Buffer de lisis
Reactivo Concentracion
Triton x-100 0.4%
Tris-HCl pH=75 |1 M
NaCl 150 mM
EDTA 5mM
Aforar a 10 ml con agua.
Almacenar a 4°C.
-Solucion de lisis*:
Para 500 pl
Reactivo Medir
Buffer de lisis 75 ul
“complete”* 75 ul
Inhibidor de proteasas 1X

*Almacenar a -20 °C y tiene caducidad de 15 dias.

CUANTIFICACION DE PROTEINAS POR METODO DE BRADFORD

CURVA DE CALIBRACION:
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Hacer un stock de ASB (albumina sérica bovina) de 0.1 g/ml (disolver 0.1 gen 1 ml de
agua destilada estéril), después hacer una dilucién 1:50 de la solucion stock empleando
agua destilada

Realizar diluciones para los estandares de BSA:

Estandar Volumen del Agua Reactivo de | Volumen
(ug/ml) stock de BSA (ul) Bradford final (ul)
He (100 pg/m | | qu

0 0 75 75 150

2 75 67.5 75 150

6 225 52.5 75 150

10 375 37.5 75 150

14 52.5 22.5 75 150

18 67.5 75 75 150

Los estandares se realizan por triplicado en placa de 96 pozos. Después de
mezclar bien esperar 5 minutos y leer absorbancia a 600 nm en el lector de ELISA

BIORAD IMARK

Los datos fueron graficados en Excel, donde el eje de las abscisas (eje x) corresponde a
la concentracion y el de las ordenadas (eje y) a la absorbancia.

Calcular la concentracidn final de las muestras a partir de la ecuacion de la recta
obtenida en la curva de calibracion.

PREPARACION DE GELES DE POLIACRILAMIDA PARA SDS-PAGE
Para preparar 2 mini geles de 6x8cm se mezclan los siguientes reactivos:

Gel Separador (10%0) Gel concentrador (5%)
REACTIVO VOLUMEN REACTIVO VOLUMEN
Agua destilada 4.0 ml Agua destilada 2.1 ml
Buffer Tris 1.5M Buffer Tris 1M
oH= 8.8 2.5 ml oH= 6.8 0.38 ml
Poliacrilamida 3.3ml Poliacrilamida 0.5ml
SDS 10% 0.1 ml SDS 10% 0.03 ml
PSA 0.1 ml TEMED 0.03 ml
TEMED 4 ul PSA 3ul
Vol. Final 10.004 ml Vol. Final 3.043 ml

Buffer de muestra 4x:
| REACTIVO | VOLUMEN
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Mercaptoetanol 1mi
SDS 1g
Tris-HCI 0.5M 25 ml
sacarosa 59
Azul de bromofenol 5mg

PREPRACION DE SOLUCIONES PARA WESTERN BLOT
Soluciones:
Buffer de Transferencia 5x:

Reactivo Concentracion Pesar
Glicina 0.29 % 145¢
TrisBase | 0.58 % 29 ¢
Metanol 20 % 200 ml

Para preparar 1 | de buffer, pesar las cantidades correspondientes y aforar a 1 | con agua
y almacenar a 4°C

PBS 10x:
Reactivo Concentracion Pesar
NacCl 8 % 80 g
KCI 0.2% 290
Na,HPO,4 1.44 % 144 ¢
KH,PO, 0.24 % 2.4

Ajustar pH= 7.4 con HCl y aforar a 1 | con agua.

Buffer de Bloqueo:

Reactivo Concentracion Pesar
Leche descremada en polvo 3% 159
(BioRad)

PBS 10x 1x 50 ml
Tritdn x-100 (100%) 0.5% 2.5 ml

Para preparar 500 ml de buffer, pesar las cantidades correspondientes y aforar a 500 ml
con agua.

Buffer de dilucién para el anticuerpo:

Reactivo Concentracion | Medir (500 mL Vf) Medir (50
mL Vf)
Leche descremada en polvo 5% 25¢ 2.59
PBS 10x 1x 50 ml 5ml
Triton x-100 (100 %) 0.5 % 2.5ml 0.25¢g
Para preparar 50 ml de buffer, pesar las cantidades correspondientes y aforar a 50 ml
con agua.

Para colocar el gel y la membrana antes de la electrotransferencia seguir el siguiente
esquema:
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BASE TRANSPARENTE

g ——>«- Esponja
 — ; <= Papel Filtro
----------------------------------------------------- 3 <= Membrana

« Gel
) «- Papel Filtro

>« Esponja

BASE NEGRA

e

Membranas completas de Western blot

PREPRACION DE SOLUCIONES PARA INMUNOFLUORESCENCIA

-Solucién Permeable
Tritén X-100 al 0.2% (0.2 ml) en 100 ml de PBS
Conservar a 4°C

-Solucion Bloqueadora
ASB al 0.1% (0.1g) en 100 ml de PBS
Conservar a 4°C
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