UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
CUAUTITLAN

“ESTANDARIZACION DE METODOS DE INFECCION DE LAS LINEAS
CELULARES MDCK, A549 Y HEP-2 CON VIRUS DE INFLUENZA A”

TESIS
QUE PARA OBTENER EL TiTULO DE:
QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO
PRESENTA:

IVAN TORRES MARTINEZ

ASESOR: Dr. LUIS HORACIO GUTIERREZ GONZALEZ

COASESOR: M. en C. ANA LAURA VAZQUEZ MARTINEZ

CUAUTITLAN IZCALLI, EDO. DE MEX.

2013



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES CUAUTITLAN
UNIDAD DE ADMINISTRACION ESCOLAR
DEPARTAMENTO DE EXAMENES PROFESIONALES

FAQUL

TR DE EETUQIOS

DRA. SUEMI RODRIGUEZ ROMO
DIRECTORA DE LA FES CUAUTITLAN
PRESENTE

ATN: L.A. ARACELI }WR{RE:R&AL}IERNANDEZ
Jefa deEDgpéTtaniértoide Examenes
Profesionales de la FES Cuautitlin

Con base en el Art. 28 del Reglamento de Examenes Profesionales nos permitimos comunicar a
usted que revisamos la: TESIS

Estandarizacion de métodos de infeccion de las lineas celulares MDCK, A549 y HEP-2 con
virus de influenza A

Que presenta el pasante: Ivan Torres Martinez
Con nimero de cuenta: 305344885 para obtener el Titulo de: Quimico Farmacéutico Biélogo

Considerando que dicho trabajo retine los requisitos necesarios para ser discutido en el EXAMEN
PROFESIONAL correspondiente, otorgamos nuestro VOTO APROBATORIO.

ATENTAMENTE ]
“POR MI RAZA HABLARA EL ESPIRITU”
Cuautitlan Izcalli, Méx. a 21 de Marzo de 2013.

PROFESORES QUE INTEGRAN EL JURADO

NOMBRE C FIRM .
; : \)
PRESIDENTE Dra. Susana Elisa Mendoza Elvira Wi & o8 ECW
VOCAL Dr. Victor Manuel Zendejas Buitron
7
SECRETARIO M. en C. Ana Laura Vazquez Martinez W/ RV )
@‘ MQG}W% /! ij
ler SUPLENTE M. en C. Tais Nopal Guerrero —
2do SUPLENTE M. en C. Erik Gonzélez Ballesteros £ hConn "8 &a‘hjrw)

NOTA: los sinodales suplentes estdn obligados a presentarse el dia y hora del Examen Profesional (art. 120).
HHA/pm



DEDICATORIAS

A Dios, Jesus, la virgencita, San Cupertino y angelito de mi guarda por
cuidar de mi familia, amigos vy queridos, por hacerme invisible ante los ojos
de las malas personas y por hacerme dar uz a aquellas personas que mds
lo necesitaban gracias.

A mi mamita:

Por darme todo el amor del mundo, apoyo incondicional vy solo dios sabe lo
mucho que tuviste que hacer por mi, por eso y por darme la maravillosa
oportunidad de existiv y ver convertir este pequerio gran logro en un
hecho, gracias mamad vy porque todo esfuerzo que hago desde que amanece
hasta que anochece es dedicado a ti y porque mi agradecimiento jamds
llegara a ser el suficiente TE AMO MAMA LUPE...

A mis hermanos:

Esto tambieén les pertenece a ustedes Diana vy Giiero que no lo hubiera
podido lograr sin su compaiiia, apoyo y motivacion, por esos momentos de
bullying, risas, imitaciones y burlas gracias hermanitos LOS AMO...

A mis abuelos:

Mamd Softa y Papd Joaquin por haberme hecho lo que soy, por todo el
carivio, amor y mano dura los amo con toda mi alma GRACIAS.

A mis tios:

Maritn, Joaquin, Chenel y Chuchin por haber sido mis cuatro padres vy
regalarme un momento de sus vidas para verme crecer y quererme, por
haberme compartido toda su sabiduria, y haberme inculcado los valores
necesarios para ser una buena persona GRACIAS este logro también es
suyo.

Norma, Gloria y Liz por haber compartido un poco de su tiempo, su cariio
y amistad, por ser parte de mi familia y siempre tener apoyo de su parte
GRACIAS.

A mis primos:

Pao, Pame, Mavi, Joaco, Abis, Fer, Quique, Vivis, Alan Vale y Diego
porque no quiero ser comparacion, pero si un pequerio ejemplo del que
persevera alcanza. Gracias por ser mi familia LOS AMO...



A mis amigos:

Aquellas personas que se cuentan con los dedos y que estan en la buenas y
en las no tan buenas siempre son una fuente revitalizante de energia
gracias por su amistad Pablo y Gemelos

A mi asesor Dr. Luis Horacio Gutiérrez Gonzdlez:

En primer lugar por aceptarme como su alumno y ser mi asesor, por
conducirme a este mundo fantdstico de la ciencia y en segundo por ser una
excelente persona vy compartir una pequeiia parte de su conocimiento
gracias doc.

A la Dra. Ma. Eugenia Manjarrez:

Por permitirme rvealizar mi trabajo de tesis en su laboratorio, compartir su
experiencia y por ser una excelente persona gracias.

ALDr. Carlos, Prof. Fide, Gabriel, Manu, Dora, Lety, Elba, Cesar:

Por compartir su conocimientos, ser excelentes personas y por brindarme
su amistad gracias. Este trabajo no hubiera sido posible sin ayuda.

A mis amigos de tesis:

A erika por asesorarme desde el primer dia, el apoyo y el carivio gracias,
por ser una linda persona, las bromas y por permitir que me comiera tus
dulces gracias por todo.

A memo por ser una excelente persona y un peculiar amigo gracias y
espero que algun dia dios (ibere tu alima de ese demonio que traes dentro.

Este trabajo no hubiera sido posible sin la ayuda de los dos Gracias.
A mis amigos de la carrera:

A Vago, Perro Samuel y Fuerza rayos por ser compaiieros y amigos del
depa aunque nunca me quedara, al incomodo por marcarme de por vida y
ponerme ese apodo (panes) gracias, a todos los del guayacol por momentos
que jamds olvidare, chacales, algunos Wovios de farma vy aquellos que
convivieron conmigo gracias.

A Magali por ser mi consejera, tu sabes todo lo que Vvivi estos ultimos
semestres y siempre tuviste un buen consejo, a ti Rodrigo por ser excelente
persona. Gracias por sev buenos comparievos y brindarme su amistad.



A Lalo:

Por apoyarme en todo, pertenecer a la familia por comportarte como un
padre, este logro también te pertenece GRACIAS.

A los papas de Karen:

Seriora Adriana esta meta cumplida también le pertenece por todo el
apoyo que me brindo y ser una linda persona conmigo como también
permitir que su sala fuera una recamara para mi y tratarme como a un
hijo ademds darme su confianza mil GRACIAS.

Setior Jaime por brindarme su apoyo y su peculiar manera de pensar y ser
una excelente persona gracias.

Al prof. de tae: Juan Carlos

Por creer en mi, brindarme su apoyo y amistad por inculcarme disciplina,
y por todos sus consejos gracias.

A ti:

Que me diste una gran experiencia de vida, pero que aun asi me enseriaste
a madurar vy saber que la vida te da experiencias buenas y malas y si
tuviera la oportunidad de escoger...

A mi pollito:

A ti Linda aunque pasamos momentos dificiles con un pequevio de dinero
pero con mucho amor logramos disfrutar de o mds sencillo que nos da la
vida, el Tkd fue el deporte mads lindo al que me pudiste invitar y esos besos
de gomitas vy helados de chamoy lo mds hermoso que me pudiste dar,
gracias por todo el amor y comprension, los feos momentos y los mads bellos
serdn parte de mi pasado, presente y espero que seas parte de mi futuro.
Por el apoyo incondicional y las desmadrugadas juntos gracias mi l[inda
hermosa esto también te pertenece, también por darme una gran familia,
panque, almendro y muffin, pio, animalito de dios, keiko y los que estan
por venir (ouuuuu Rigggggg déjame) no tengo palabras para plasmar todo
el aprecio que te tengo y gracias por este regalo, TE AMO UN MOLton
chaparrita...



INDICE

Lo RESUMIEN - m oo e oo iX
ii. INdiCe de CUAAIOS-==n==mmmmmmmm e X
iii. Indice de figurag--=--=-====mmmnmmmmm e X
IV, ADF VAU @S- = === m oo oo oo Xii

1. Introduccion

1.1, (QUE €S 1a INTIUBNZAY ... 1
1.2. TIP0S de INFIUEBNZA.......ccvi i 2
O O [ 11 [N 02 RS 3
1.2.2. INTIUBNZA B ...t 3
1.2.3. INFIUBNZA C ..ottt 3

2. Influenza H1N1 2009

2.1, ANTECEUENTES NISTOIICOS ..ottt e et e e e e e e e et et e e eeeeeee et eeeeeeeeaaans 4

2.2 Primer caso clinico en México de la pandemia del 2009. .........c.cccovveveiievecieiiennnn 7

3. Caracteristicas generales

3.1 ESTFUCTUNA VITAL.....ciiieciee ettt esraesneeneesneenne s 8
3.2, GENOMA VITAL ...ttt re e be e e 10
3.3, ProteiNaS VIFAIES.......oviiiiiiiiiieieiee ettt bttt 12
3.3. L. ProteiNa PB2 ........ociiiecicecieee ettt ettt re e enes 12
3.3.2. Proteina PBL Y PBL-F2.......ccoiiiie ettt 12
333U PIOtEINA PA ...ttt 13
3.3.4. ProteiNa HA ...ttt 13
3.3.5. ProteiNa NP ...t ettt 13
3.3.6. ProteiNa INA ...t bbbt 13
3.3.7. ProteiNa IML.......ooue ittt sr e re e naenes 13
3.3.8. PrOteING IM2......ooee ettt bbb 14
KRG e I o (0] (=11 = N AN 1 1 OSSPSR 13
3.3.10. ProteiNa NS2 ......oiiiieeieieieee ettt ettt sttt e sbe e neeneas 14

Vi



3.4.VariaCion antigENICA ........ccecciiiiieciieic ettt be e e sbe e eesre e sre e 14

3.4.1. DEriVa @NTIJENICA ....ccveiieeieeiiesieesie e ee e e e steeste e et e e e ee e e sbeesaesneesreenseanaesneeneeas 15
3.4.2. Cambio @NLIGENICO ....iviuiiiiieiieieee et 17
KR O o [0 I o (o =T o] [ o7 Tod [ ] o [OOSR 19
3.6. RESPUESTA INMIUNE ..ottt sb bbb 22

4. Diagnostico clinico

4.1. Métodos de diagndstico en el 1aboratorio ..........ccccoveveveiiiiiiinieeee e 24
4.2. ATSIAMIENTO VITal......oiiiiiiiiiiie e 29
4.3. Prueba de hemaglutinaCion ...........ccoci i 30
5. CUITIVO CEIUIAT ... bbb 33
5.1. Linea CElUlar MDCK ......ocoiiiiie ettt 34

5.2. Linea CelUlar HEP-2 .....c.oooueiicee et e 34

5.3. Linea CEIUIAr AB49..........cveieeeee et 34

6. Protedmica
B.1. (QUE €S 18 PrOtEOMICA? ......cvieiieieieee e 35

6.2. ANALISIS PIrOTEOMICO ...vviiiieiiiie it esae e sreenre e e 35

7. Objetivos

7.1, ODJELIVO QENETAL......c.eii e 39
7.1.2. ODjJetivos PartiCUIAIES ........ccveiveiecie e 39

vii



8. HIPOTESIS == mmmmmmm oo oo o 40

9. Material Y MEt0d0S -------=-====mmmmmm oo 40
10. Resultados y analisis de resultados-------=-=-=-=-===mmmmmm oo 42
11. CONCIUSIONES ======mmmmmmm e e e oo e e oo 55
12. Ref@IENCIAS----mm- = mmmm e oo e 57
3. ANEX O == === = m o o o oo 62

viii



i. Resumen.

El virus de influenza es un importante patdégeno en poblaciones humanas y animales, ya
que es uno de los principales causantes de enfermedades respiratorias. Este virus produce
alteraciones morfoldgicas en la célula hospedera al igual que modificaciones en la
expresion génica, lo que se ve reflejado en cambios en el proteoma celular. Estos cambios
pueden ser utilizados como herramientas en el diagnéstico temprano de la enfermedad. El
uso de la protedmica nos ayuda a identificar las alteraciones y nos permite mejorar los
métodos diagndsticos. En el presente trabajo se realiz6 la primera parte de un estudio
protedmico, donde se llevé a cabo la estandarizacion de la infeccidn de las lineas celulares
epiteliales MDCK, Hep-2 y A549 con dos cepas de virus de influenza A
(HLN1/A/México/4482/2009 y HIN1/A/PR/8/34). El efecto citopatico caracteristico de
influenza nos ayuda a conocer el dafio generado en células de estirpe animal y humana;
aunque dicho efecto es facilmente observable, se comprobd la infeccién mediante ensayos
de hemaglutinacion e inmunofluorescencia indirecta. También se realizé la extraccion de
proteinas a diferentes horas post-infeccion y se determinaron las condiciones éptimas para
la separacion de proteinas mediante electroforesis bidimensional. De esta manera se
enviaron las muestras al INMEGEN para continuar con el estudio proteémico.
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1. Introduccion

1.1. ¢ Qué es la influenza?

Algunas de las enfermedades respiratorias agudas de origen viral con mayor morbi-
mortalidad a nivel mundial son aquellas provocadas por el virus sincitial respiratorio,
seguidas por la influenza y parainfluenza (WHO, 2012). En México las enfermedades
respiratorias agudas representan la segunda causa de muerte mas comun entre nifios.
Aproximadamente de un cuarto a la mitad de los casos de neumonia infantil parecen tener
un agente etioldgico principalmente viral, incluyendo virus sincitial respiratorio humano
(VSR), virus parainfluenza y virus de la influenza (Bellos, Mulholland, O'Brien, Qazi,
Gayer, y Checchi, 2010).

La influenza es provocada por un virus RNA de la familia Orthomyxoviridae que causa
infecciones respiratorias en aves y mamiferos. Los brotes de influenza probablemente han
ocurrido desde tiempos antiguos, y por lo menos 14 pandemias se han registrado desde
1510 [Taubenberger y Morens, 2009]. En los Gltimos 120 afios se han registrado 6
pandemias en 1889, 1918, 1957, 1968, 1977 y 2009. En el siglo pasado, la pandemia de
influenza espafiola de 1918-1919 cobro unas 50 millones de vidas, la Asiatica (1957) y de
Hong Kong (1968-1969) resultaron en 1-2 millones de muertes cada una (Pyle, 1986;
Beveridge, 1991). Estas pandemias se han relacionado con mutaciones en el tipo A. En la
actualidad, el virus de influenza tipo A afecta entre el 10 y el 20% de la poblacién de los
E.U.A., y puede ser responsable de 40.000 muertes anuales (Brammer, Murray, Fukuda,
Hall, Klimov y Cox, 2002). La pandemia de gripe mas reciente fue reportada por primera
vez en México y Estados Unidos en 2009. Desde la pandemia de influenza documentada en
1918-1920, ha habido pandemias de gripe que han resultado en millones de muertes en el
mundo, la tasa de mortalidad puede alcanzar hasta 2,0%, como en el caso de la pandemia
de 1918-20. Ademas de los brotes de influenza pandémica, las epidemias de influenza
estacional se producen en todo el mundo cada afio y como resultado hay de tres a cinco
millones de casos severos y entre 250,000 y 500,000 muertes cada afio. Las infecciones de
influenza son causadas por los tipos A, B o C; la mayoria de los casos en humanos se deben
a virus tipos A o B. Especificamente, la influenza A se pueden clasificar en varios subtipos

de acuerdo con la combinacion de sus moléculas de superficie, la hemaglutinina (HA) vy la



neuraminidasa (NA). Hay 17 subtipos de HA (H1-H17) y 10 subtipos de NA (N1-N10)
(Tong, Rivailler, Conrardy, Castillo, Chen 2012). Mientras que los de tipos B y C tiene s6lo
un subtipo (Hatta,y Kawaoka, 2003).

Esta enfermedad es altamente contagiosa y se transmite facilmente a través de aerosoles y
gotas de las vias respiratorias de personas infectadas por contacto directo, a través de toser
0 estornudar, o por las manos contaminadas con secreciones respiratorias. Los adultos son
mas infecciosos desde el primer dia antes del inicio de los sintomas hasta siete dias
después. Cuando la gripe se introduce en una casa entre el 20 y 60% de las personas
expuestas eventualmente muestran evidencia serolégica o virologica de la infeccién. Esta
enfermedad puede afectar a todos los grupos de edad, pero las tasas de infeccion son mas
altas entre los nifios pequefios que eliminan virus y son una fuente potencial de infeccién en
las cohortes de mayor edad, mientras que las tasas de enfermedad grave, complicaciones y
la muerte son mas altas en personas de 65 afios de edad, asi como en personas con
enfermedades cronicas cardiacas o respiratorias. Los datos recogidos en Michigan (E.U.A.)
en Japon y en Rusia indican que la vacunacion masiva de nifios en edad escolar se
correlaciona con un tipo reducido de enfermedad respiratoria en todas las edades, lo que
sugiere que a mayor escala de inmunizacién en la infancia podria reducir significativamente
las epidemias de gripe (WHO, 2009).

1.2. Tipos de influenza

En estudios filogenéticos se ha encontrado que los tres tipos de virus de influenza A, By C
tienen un ancestro comun, sin embargo han divergido a tal grado que los rearreglos
geneticos (el intercambio de segmentos de RNA viral entre diferentes virus) sélo pueden
ocurrir entre virus del mismo tipo (Coérdova, Valdespino y Ponce, 2010).

Como ya se mencioné el virus de influenza se clasifica en tres tipos: A, B 'y C, que
corresponden a tres géneros de los cinco existentes ademas de lIsavirus y Thogotovirus

dentro de la familia Orthomyxoviridae. (Cérdova et al., 2010).



1.2.1. Influenza A

Los virus de influenza tipo A infectan a una amplia variedad de aves y mamiferos,
incluyendo humanos, y se dividen en subtipos con base en las glicoproteinas presentes en la
superficie del virus, la hemaglutinina (HA) y la neuraminidasa (NA). (Cérdova et al., 2010)
La gran diversidad de la influenza A se atribuye a la mutacion genética y la recombinacion
de genes que se produce por el intercambio de los segmentos del genoma mientras el
huésped es infectado con diversos subtipos al mismo tiempo. (Huang, Banner, Fang, Derek,
Kanagasabai y Kelvin, 2011)

1.2.2. Influenza B

El virus de influenza B infectan primordialmente a humanos y dado que sélo existe un
subtipo de ellos, tienen un bajo potencial pandémico, aunque si pueden provocar
enfermedades respiratorias serias. (Cordova et al., 2010)

En contraste, este tipo viral tiene una tasa de mutacion mas lenta debido a su limitado
tropismo sobre el hospedero, por lo que la recombinacién génica es rara. Por consiguiente,
hay mucho menos variantes de la influenza B. De este modo se sabe que hasta la fecha,
todos los brotes de influenza B s6lo se encuentran como epidemias regionales. (Huang et
al., 2011)

1.2.3. Influenza C

El virus de influenza C causa enfermedades respiratorias moderadas en humanos y algunos
animales, debido en parte a que es mas estable ante cambios genéticos. Este tipo de
influenza, que ha sido poco estudiado, no se clasifica en subtipos. (Hatta y Kawaoka, 2003)
La diferencia méas importante a nivel de proteinas entre la influenza A, B y la del tipo C es
que tiene una glicoproteina de envoltura que se llama HEF (hemaglutinina-esterasa-fusion),
que desempefia las funciones de la hemaglutinina y la neuraminidasa. (Hatta, y
Kawaoka,2003)



2. La pandemia del 2009

Como acontecimiento mas reciente el virus de la pandemia de influenza 2009 A/HIN1 se
extendid por todo México, en una serie de tres olas pandémicas, en la primavera, verano y
otofio de 2009, que se asociaron con una alta incidencia de mortalidad en otros paises
(Chowell, Echevarria, Viboud, Simonsen y Miller, 2010). Por lo que se informd que los
casos de la nueva influenza A (HLN1) comenzaron a surgir en marzo de 2009 en México, y
en las dos primeras semanas de abril empezaron a ser identificados en México y California,
este brote de influenza condujo al primer informe realizado por el gobierno de México ante
la Organizacion Panamericana de la Salud (PAHO) el 12 de abril. (Hsieh, Velasco, Lee y
Lim, 2009)

2.1. Antecedentes histéricos

Aun cuando por mucho tiempo se ignoro el agente causal de la influenza, la enfermedad fue
conocida en la antigliedad como un padecimiento respiratorio. Su nombre surge de la
creencia de que la enfermedad era causada por influjo de las estrellas que tenian una
influencia sobre la aparicion de la enfermedad, es por eso que se llama influenza. A lo largo
de la historia de la humanidad se han identificado numerosas pandemias de influenza y se
considera que la influenza es la gran peste que no ha podido ser controlada por el hombre.
(Ayora, 1999).

A lo largo de los ultimos 400 afios, las epidemias de influenza han sido reportadas en
muchos paises. La epidemia del siglo XVI en Inglaterra y la del XVIII en Estados Unidos
han sido reconocidas como influenza, aun sin el conocimiento preciso del agente causal
(Ayora, 1999).

En los pasados 125 afios, ha habido por lo menos seis grandes pandemias comenzando en
1889, 1918, 1957, 1968, 1977 y 2009. A partir de 1918 circuld la influenza HIN1, que fue
sustituida en 1957 por el virus H2N2 de la llamada influenza asitica. De manera similar,
una nueva cepa pandémica que llegé en 1968, la llamada influenza de Hong-Kong,
contenia un cambio a H3N2 y rapidamente sustituyo por completo al virus H2N2. A partir
de 1977 la influenza HIN1 ha convivido con la H3N2 en todo el planeta. Técnicas
seroarqueoldgicas (probando los anticuerpos de gente que vivid durante estas epidemias)



han demostrado que la cepa de 1890 fue un virus H2N8, y la cepa de 1918 fue un virus
H1N1, el cual aparecio de nuevo en 1977 y esta aun en circulacién junto con la cepa H3N2.
(Ayora, 1999).

En mayo de 1997, un virus de influenza fue aislado del aspirado traqueal de un nifio de 3
afios de edad en Hong-Kong, quien muri6 dias después de su admisién al hospital. El nifio
murié de neumonia por influenza, sindrome respiratorio agudo, sindrome de Reye, fallo
multiorganico y coagulacion intravascular diseminada. Se demostré que el subtipo de virus
era influenza A H5N1, un subtipo que no habia sido previamente identificado en los seres
humanos. El virus de influenza A H5N1 cumple dos de los tres importantes criterios para
un nuevo virus de influenza con caracter pandémico: la capacidad para replicarse en los
seres humanos y la ausencia de anticuerpos a este virus en la poblacion humana. El tercer
criterio es el potencial de dispersarse de hombre a hombre, lo cual no ha sido observado
hasta ahora, en el cuadro 1 se muestran las pandemias mas importantes ocasionadas por el

virus de la influenza a lo largo de la historia. (Ayora, 1999).



Cuadro 1: Epidemias y pandemias ocasionadas por el virus de la influenza a lo largo

de la historia (1173-2009) (Cérdova et al., 2010)

Fecha Evento

1173 Primer registro de una posible epidemia de influenza

1493 Primer brote de influenza en la isla La Espafiola, probablemente por un virus de tipo
porcino transportado en las naves de Cristobal Colén.

1510 Registro de la primera epidemia de influenza en Europa.

1878 Primer brote de “peste aviar” en Italia.

1889 La influenza rusa, primera pandemia documentada. Se reporté un millén de muertes.

1918 Influenza espafiola, la gran pandemia del siglo XX. Se han estimado méas de 50
millones de decesos. Tipo identificado A (HLN1).

Década de Se describe la morfologia microscopica del virus y posteriormente los tipos A, By

los 30°s C.

Década de Se produce la primera vacuna en masa contra la influenza.

los 40°s

1948 Se crea la Red Internacional para el Monitoreo y Control de Influenza, cuya
finalidad es identificar nuevas cepas y recordar la composicion adecuada de la
vacuna.

1957 Se presenta la llamada influenza asiética causada por un nuevo virus tipo A (H2N2),
con un estimado de 2 millones de muertes.

1968 Aparicion de otra cepa perteneciente al tipo A (H3N2). Se estima un total de un
millon de muertes en Hong Kong.

1976 Se reporta un brote de influenza en Fort Dix, New Jersey, E.U.A.

1977 Se reporta la llamada influenza rusa causada por una cepa A (HLN1).

1997 Se aisla en Hong Kong la cepa (H5N1) a partir de una muestra de un nifio de tres
afos; para finales de este mismo afio se reportaron un total de 18 casos. El origen de
la cepa es aviar.

2009 Aparicion en México y Estados Unidos de un nuevo virus de influenza, el virus A

(HINZ2) triple rearreglante.




A lo largo de la historia de la humanidad se han presentado diversos brotes epidémicos y
pandemias de influenza, considerando a la influenza espafiola como la de mayor impacto,

pues origind mas de 50 millones de muerte a nivel global. (Cérdova et al., 2010)

2.2. Primer caso clinico en Meéxico de la pandemia del 2009

El 23 de abril de 2009 se report6 la presencia de un nuevo virus de influenza, descrito como
de origen porcino en la mayoria de las muestras enviadas a los laboratorios de Winnipeg,
Canada y Atlanta, EUA, el informe culminaba una intensa busqueda epidemiolégica que se
habia iniciado casi tres semanas antes, tratando de analizar la ocurrencia de la inusitada
frecuencia de neumonias graves en adultos y en jovenes que se reportaban en el Instituto
Nacional de Enfermedades Respiratorias en la ciudad de México y simultaneamente en la

ciudad de San Luis Potosi, en el centro del pais. (Cordova et al., 2010)

En 2009, la infeccién humana con el virus A (H1N1) se convirtié en una carga para la salud
en todo el mundo. Los casos iniciales fueron vistos en el pueblo de La Gloria, en la region
costera oriental de México en el estado de Veracruz, casos similares de influenza A (HIN1)
se produjeron poco después en otras partes de México como Oaxaca, Ciudad de México y
San Luis Potosi. EI 23 de abril, varios casos de enfermedad respiratoria grave se
confirmaron de origen porcino que consiste en un virus A/HIN1. El 1 de mayo, la
Secretaria de Salud de México (MSH) inform6 que el mayor nimero de casos de gripe
confirmados se encontrd en el Distrito Federal (57% del total de casos). (Zepeda, Perea,

Miliar, Dominguez, y Xoconostle, 2010)



3. Caracteristicas generales.
3.1. Estructura viral.

Las particulas virales de la influenza por lo general son esféricas y de 100 nm de diametro
(80 a 120 nm). Los genomas del RNA de cadena sencilla, de sentido negativo de los virus
de la influenza A y B poseen ocho segmentos separados, los virus de influenza C contiene 7
segmentos de RNA y carecen de un gen para neuraminidasa. Se conocen el tamafio y las
correspondencias codificantes de las proteinas para todos los segmentos. La mayor parte de
los segmentos codifica para una sola proteina. Se conoce también la secuencia completa de
nucledtidos para muchos virus de la influenza. Los primeros 12 a 13 nucleétidos de cada
extremo en cada segmento gendmico se conservan entre los ocho segmentos del RNA,
estas secuencias son importantes en la transcripcion viral. En la figura 1 se muestra la

estructura viral: (Tosh, Jacobson y Poland., 2009)
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Figura 1: Estructura del virus de influenza. (Tosh et al., 2009)

Las particulas contienen nueve proteinas estructurales diferentes. La nucleoproteina (NP) se
retne con el RNA viral para formar una estructura de ribonucleoproteina (RNP) de 9 nm de



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Poland%20GA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18174020

didmetro que asume una configuracion helicoidal y forma la nucleocépside viral. Tres
grandes proteinas (PB1, PB2 y PA) se unen a la RNP viral y se encargan de la transcripcion
y replicacion del RNA. La proteina de la matriz (M1), que forma una capa por debajo de la
envoltura lipidica del virus, es importante en la morfogénesis de la particula y es un

componente principal del virion (casi 40% de la proteina viral).

La particula viral esta rodeada por una envoltura lipidica derivada de las células. Dos
glucoproteinas codificadas por el virus, la hemaglutinina (HA) y la neuraminidasa (NA), se
introducen en la envoltura y quedan expuestas como espigas de casi 10 nm de longitud
sobre la superficie de la particula. Estas dos glucoproteinas de superficie son los antigenos
importantes que determinan la variacion antigénica de los virus de la influenza y la
inmunidad del hospedero. La HA representa casi 25% de la proteina viral y la NA cerca de
5%. Estas dos proteinas se ilustran en la figura 2. La proteina del canal ionico M2 y la
proteina NS2 también se encuentran en la envoltura, pero solo en unas pocas copias por

particula. (Brooks, Carroll, Butel, Morse y Mietzner, 2008)

Hemaglutinina Neuraminidasa

Sitio de unién al receptor

celular -
B

Sitio
activo

Bicapa lipidica de la
envoltura viral

Figura 2: Representacidn de las glicoproteinas del virus de influenza. La hemaglutinina (HA)
como trimero y la neuraminidasa (NA), como tetramero. (Pérez, Salas, Vazquez y Palomar,
2010)



3.2. Genoma viral.

El genoma del virus esta constituido por ocho segmentos de RNA de cadena sencilla de
polaridad negativa, con tamafios que van desde 2,350 nucleotidos (el mas grande), hasta
890 nucledtidos (el mas pequefio), con algunas variaciones dependiendo de la cepa. En total
el genoma tiene aproximadamente 13,600 nucledtidos y codifica para once proteinas
virales. Todos los segmentos codifican para una proteina, con excepcion del gen de PB1
que codifica ademas por la proteina PB1-F1 en algunas cepas; el gen de la proteina de
matriz, que codifica para dos proteinas, M1 y M2 y; el gen méas pequefio, el cual codifica
por las proteinas NS1 y NS2 (NEP). Todos los genes virales tienen en sus extremos 5" y 3
regiones no traducidas de longitudes variables que contienen las sefiales de unién para la
RNA polimerasa del virus, asi como las sefiales necesarias para la encapsidacion del
genoma viral. Los ultimos 13 y 12 nucledtidos de los extremos 5" y 3", respectivamente,
estan altamente conservados entre todos los genes del virus. En el cuadro 2 se muestra la

composicion de segmentos del genoma del virus de influenza A (Cérdova et al., 2010)
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Cuadro 2: Composicion de segmentos del genoma del virus de influenza A de la
epidemia HIN1 2009 (Cérdova et al., 2010; Clifford, Twigg, y Upton, 2009).

No. De | Nombre del | Tamafio del Nombre de la Funcion
segmento | segmento segmento en proteina
nucledtidos
1 PB2 2277 -Polimerasa bésica 2 | Reconocimiento del RNA
2 PB1-F2 2271 -Polimerasa basica 1 | -Adicion de nucledtidos.
-Proteina F2 -Proteina apoptoética en la
mitocondria del hospedero.

3 PA 2148 Polimerasa acida Polimerasa acida, posible
proteasa.

4 HA 1698 Hemaglutinina Reconocimiento y adherencia
al receptor de la celula del
hospedero.

5 NP 1494 Nucleoproteina Proteina asociada al RNA
viral.

6 NA 1407 Neuraminidasa Salida de los nuevos viriones
desde la célula del hospedero

7 M 756 -M1 -Proteina de la matriz

291 -M2 -Canal de iones
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NS 690 -NS1 -Antagonista del IFN-
363 -NS2 -Exportacion de las
ribonucleoproteinas virales
del nucleo hacia el
citoplasma.

255;501;648 -NEG8 -Proteina hipotética
-Posiblemente

favorece la

replicacion viral.

3.3. Proteinas Virales.
3.3.1. Polimerasa Bésica 2 (PB2).

Esta proteina, junto con PB1 y PA, forma un complejo que funciona como la RNA
polimerasa viral. Se le ha asociado con la transmisibilidad del virus a través del aire y

también con la restriccion del hospedero. (Cordova et al., 2010).
3.3.2. Polimerasa Basica 1 y Polimerasa Basica 1 asociada a F2 (PB1y PB-1-F2)

El gen que codifica por la subunidad PB1 de la polimerasa viral, contiene un segundo
marco de lectura abierto que da lugar a la proteina PB1-F2. Esta proteina de 87-89
aminoéacido se expresa en la mayoria de las cepas de influenza A (aunque no en todas). Se
ha encontrado que esta pequefia proteina se inserta en la membrana de las mitocondrias e
induce la muerte celular por apoptosis, de igual manera se ha reportado que exacerba la
respuesta inflamatoria durante la infeccion viral primaria en ratones y aumenta la
frecuencia y severidad de las neumonias bacterianas secundaria, sin embargo, no se ha
descifrado aun el mecanismo a través del cual sucede. Recientemente se reportd que la
presencia de acido aspartico en la posicion 66 de PB1-F2 correlaciona con alta
patogenicidad de algunas cepas de influenza, a diferencia de aquellas que tienen serina en
esta posicion. Las cepas pandémicas H1N1-2009 hasta ahora secuenciadas, tienen una

serina en la posicién 66 de la proteina PB1-F2 (Cordova et al., 2010)
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3.3.3. Polimerasa Acida (PA)

En conjunto con la PB1 y PB2 interactiia con el genoma viral constituyendo el complejo
nucleoprotéico y sintetizan nuevos RNA virales actuando como RNA polimerasa.
(Kowalinski, Zubieta y Wolkerstorfer, 2012)

3.3.4. Hemaglutinina (HA)

La proteina HA del virus de la influenza se une a las células epiteliales que recubren la
traquea humana que tienen acido sialico como receptor. La hemaglutinina es el antigeno
principal contra el cual se dirigen los anticuerpos neutralizantes. Es un trimero que es

activado por corte, también tiene actividad de fusion bajo pH acido (Brooks et al., 2008)

3.3.5. Nucleoproteina (NP)

De acuerdo a Jian Luo, Dan Zheng y colaboradores la nucleoproteina NP es un antigeno
que se encuentra altamente conservado, ya que la similitud de secuencias de aminoacidos es
superior al 90% dentro de un mismo subtipo de virus de influenza, ademas es el principal
antigeno reconocido por las células T citotoxicas después de la infeccion viral, esta
promueve la lisis de células infectadas por el reconocimiento de un péptido NP-MHC, por
lo tanto contribuye a la eliminacion del virus desde el tejido infectado y previene la

propagacion de la infeccidn viral (Murray, Rosenthal, Kobayashi y Pfaller, 2003).

3.3.6. Neuraminidasa (NA)

La glucoproteina NA forma un tetrdmero y tiene actividad enzimatica, ya que escinde el

acido sialico de las glucoproteinas, incluido el receptor celular (Murray et al., 2003).
3.3.7. Proteina de Matriz 1 (M1)

Son especificas de cada tipo y por tanto, se utilizan para distinguir los virus influenza A, B
y C. Las proteinas My, reviste el interior del virién y estimulan su ensamblado (Murray et
al., 2003)
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3.3.8. Proteina de Matriz 2 (M2)

La proteina transmembranal M2 es la menos abundante en la superficie del virus. Funciona
como canal ionico que permite la entrada de protones al interior de la particula viral, lo que
provoca la disociacion de las nucleoproteinas que se encuentran unidas al genoma viral y la
liberacion de éste para que sea importado al nudcleo e inicie su replicacién. (Cordova et al.,
2010)

3.3.9. Proteina No Estructural 1 (NS1)

La NS1 es una proteina no estructural, nuclear, dimérica, que tiene actividad de union a
RNA de doble cadena y que antagoniza la respuesta de interferon de la célula, a través de
prevenir la activacion de la proteina cinasa dependiente de RNA (PKR) y la activacion de

genes por la presencia del RNA de doble cadena. (Cordova et al., 2010)
3.3.10. Proteina No Estructural 2 (NS2)

Proteina en menor cantidad de los viriones, con funciones en la exportacién nuclear de
RNP viral; de mRNA unido. (Murray et al., 2003)

3.4. Variacion antigénica

Los virus de la influenza son notables debido a los frecuentes cambios antigénicos que
acontecen en la HA y en la NA. Las variantes antigénicas del virus de la influenza tienen
una ventaja selectiva sobre el virus progenitor en presencia de anticuerpos dirigidos contra
la cepa original. Este fendmeno origina las caracteristicas epidemiolégicas peculiares de la
influenza. Otros agentes que atacan el aparato respiratorio no muestran variacion antigénica

significativa. (Brooks et al., 2008).

Los dos antigenos de superficie de la influenza son objeto de variacién antigénica
independiente entre si. Los cambios antigénicos menores se denominan desviacion
antigénica, en tanto que las alteraciones antigénicas importantes en la HA y NA, llamadas
cambios antigénicos, conducen a la aparicion de un nuevo subtipo. El desplazamiento

antigénico tiene mas probabilidades de producir una epidemia. (Brooks et al., 2008).
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3.4.1. Deriva antigénica.

La desviacion o deriva antigénica se debe a la acumulaciéon de mutaciones puntuales en el
gen, las cuales producen cambios en aminoéacidos de la proteina. Los cambios en la
secuencia pueden alterar sitios antigénicos sobre la molécula, de modo que un virién puede
no ser reconocido por el sistema inmunitario del hospedero. El sistema inmunitario no es el
que causa la variacion antigénica, pero funciona como una fuerza de seleccion que permite
la expansion de nuevas variantes antigénicas. Una variante debe sufrir dos o mas
mutaciones antes que surja una nueva cepa epidemiol6gicamente significativa. (Brooks et
al., 2008).

La infidelidad de la replicacion del RNA viral resulta en una tasa de mutacion del genoma
de influenza de aproximadamente un cambio en cada genoma copiado (7.3x 107
mutaciones/nucleotido replicado). En los virus de influenza A las tasas de evolucion son de
diferentes para cada segmento, lo cual probablemente refleja la diferente presion de
seleccion por parte del hospedero para cada proteina. Los genes de la hemaglutinina y la
neuraminidasa evolucionan mas rapidamente que los otros genes. La tasa de evolucion
promedio del genoma del virus epidémico A/HIN1-2009 es de 3.66x107
cambios/nucleotido/afo. Este tipo de mutaciones se genera constantemente y en el caso de
los genes de las proteinas HA y NA se acumulan hasta llegar a un punto en que el sistema
inmunitario de las personas infectadas ya no reconocen las nuevas variantes del virus, o lo
hacen mas ineficazmente, lo que hace necesario que se revise la composicion de la vacuna
estacional cada afio. En la figura 3 se esquematiza la generacion de una nueva cepa de

influenza mediante deriva antigénica (Cordova et a., 2010)
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o Cada ano, la vacuna de la gripe contiene tres cepas de virus de la
gripe,dos cepas A y una cepa B, que pueden cambiar de ano en ano

de

nos, el cuerpo produce anticuerpos que luchan
vacuna).

e Si entramos en contacto con cualquiera de las tres
cepas durante la temporada de gripe, los anticuerpos
se engancharan a los antigenos HA del virus, evitando
que ol virus se adhiera a las células y las infecte.

o Lo= genes de los virus de la gripe,
de RNA, son mas propensos a las
mutaciones que loas de DNA.

e Si el gen HA cambia, también lo hace

el antigeno para el que codifica,

haciendo que cambie su forma
A Gen HA

(v NAD; Trackioido por My Lpez Bl
MAID o 58 hate responsatie o6 b5 posties aroms 08 Faolooin 08 sus gafcns

Figura 3: Como se genera una nueva cepa de influenza mediante deriva antigénica. Imagen
obtenida de National Institute of Allergy and Infectious Diseases (NIAID, 2012a)
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3.4.2. Cambio antigénico.

El cambio antigénico refleja cambios drasticos en la secuencia de una proteina de la

superficie viral, cambios demasiado grandes para ser explicados por mutacion.

Los genomas segmentados del virus de la influenza se redisponen con facilidad en las
células doblemente infectadas. EI mecanismo para el cambio es la redisposicién genética
entre los virus de influenza humanos y los de origen aviar. Los virus de la influenza By C
no muestran cambio antigénico, quiza debido a los pocos virus relacionados con animales.
(Brooks et al., 2008)

Este cambio antigénico se ve favorecido por la naturaleza segmentada del genoma del
virus. Esta caracteristica facilita que cuando dos subtipos diferentes de virus infecten a un
mismo animal, los genes de estos agentes patdgenos puedan mezclarse y se produzca una
constelacién de nuevos virus que portan diversas combinaciones de genes de los virus
parentales. Se piensa que este tipo de intercambio de genes entre virus de diferentes
especies animales ocurren principalmente en los cerdos ya que, a diferencia de las aves y de
los humanos, que generalmente s6lo son infectados por virus de influenza A de origen aviar
0 humano respectivamente (esto es, tiene un tropismo muy especifico), los cerdos se
infectan al mismo tiempo con dos virus de diferentes especies, por ejemplo de patos y
humanos, se convierte literalmente en un recipiente de mezclado de genes, en el cual
pueden generarse virus nuevos con fenotipos de patogenicidad dificiles de predecir. Si estos
virus, tuvieran proteinas HA y/o NA diferentes a las que circulan en la poblacion y fueran
capaces de infectar a humanos y de transmitirse eficientemente de persona a persona,
tendrian un alto potencial de causar una pandemia, ya que la poblaciéon mundial no tendria
inmunidad contra ellos. En la figura 4 se muestra como se lleva a cabo el cambio antigénico

del virus de influenza. (Cérdova et al., 2010)
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El cambio gendtico que capacita a una cepa de gripe a
saltar de una especie animal a otra, incluyendo humanos, e
se Hama CAMBIO ANTIGENICO. Y puede ocurrir de tres formas: SIREE Do

o

@Jlupwm

pasa
una cepa de gripe A

P

al
© cerdo. (Este r P ocurrir en una persona
que esta infectada con dos cepas de gripe)

@ Cuando lo= virus infectan la miama célula,
los genes de la cepa aviar se mezclan con
lo=s genes de la cepa humana para

Figura 4: Como se genera una nueva cepa de influenza mediante cambio antigénico. Imagen
obtenida de National Institute of Allergy and Infectious Diseases (NIAID, 2012b)
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3.5. Ciclo de replicacién.

La replicacion viral empieza con la union de la HA a estructuras especificas de éacido
sidlico, que son glucoproteinas de la superficie celular, tales se pueden observar en la figura
6, tomando en cuenta que las cepas de virus tipos A y B de gripe humana y de cerdo se
unen preferentemente con receptores que contienen residuos terminales de 6’sialil(N-acetil-
lactosamina) (Neu5Ac a 2-6 Galp1-4GIcNACc) mientras que los virus aviares y porcino lo
hacen escasamente con este oligosacarido y lo realizan preferentemente con 3’-
sialilgalactosa (Neu5Ac a 2-3 Gal), de esta manera se muestra que la especificidad de union
con el receptor de la hemaglutinina es tempranamente alterada después de la transmision
del virus a humanos y cerdos Y, por ello, puede ser un requisito previo para una replicacion

altamente eficaz y la difusion que caracteriza las cepas epidémicas.(Cabezas, 2005)

Aunque ya se menciond que el &cido sialico es una molécula abundante en todas las células
y define el tropismo de los virus de influenza debido a la especificidad que tienen las
diferentes cepas del virus por diferentes tipos de enlaces del acido sialico como por ejemplo
los virus aislados de humanos se unen principalmente a acidos sialicos en union o-2,6
mientras que los virus aviares se unen preferentemente a acidos sialicos con unién a-2,3.
En la figura 5 se muestra la estructura quimica de estos receptores. Las células epiteliales
que recubren la traquea humana tienen principalmente enlaces o-2,6, mientras que las
células epiteliales del intestino de aves acuaticas (que es donde se replica el virus en estos
animales) tienen el enlace a-2,3, sin olvidar que este tipo de enlace también se encuentran
presente en epitelio respiratorio inferior humano. De esta manera se puede explicar los
casos de brotes de influenza HSN1 en humanos provenientes de especies aviares, ya que la
prolongada exposicién a este virus aviar loga penetrar a epitelio de las vias respiratorias
bajas en el cual se encuentra el receptor (a-2,3) Yy asi su replicacion y por consiguiente las

manifestaciones clinicas de influenza en el humano. (Cérdova et al., 2010)
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Acido sialico

Galactosa

Acido sialico Galactosa

Acido sialico-02,3-Galactosa Acido sialico-02,6-Galactosa

Figura 5: Representacion esquematica de las estructuras de acido sialico (receptores de la

hemaglutinina en la célula hospedera) (Cérdova et al., 2010)

Una vez uniéndose la hemaglutinina con su receptor celular el virus es internalizado en una
vesicula recubierta y se transfiere a un endosoma. La acidificacién del endosoma hace HA
se doble sobre si misma y exponga las zonas hidrofobas de la proteina que facilitan la
fusion. Entonces la envoltura viral se fusiona con la membrana endosémica. La proteina
M2 favorece la acidificacion del contenido de la envoltura e interrumpe la interaccién entre
la proteina M1 y la NP, para permitir la pérdida de envoltura y transmision de la
nucleocapside al citoplasma. La nucleocapside viaja hasta el nucleo donde se transcribe en
el RNA mensajero (RNAm) (Murray et al., 2003).

La transcriptasa del virus influenza (PA, PB1, PB2) utiliza el RNAm de la célula hospedera
como cebador para la sintesis del RNAm viral; para ello, se apropia de la region del
extremo metilado del RNA, secuencia que necesita para una union eficaz con los
ribosomas. Todos los segmentos del genoma se transcriben en RNAmM con extremo 5y un
poliadenilo (poli-A) en 3"de cada una de las proteinas individuales, excepto los segmentos
de las proteinas M y NS que se conectan de distinta forma (utilizando enzimas celulares)
para producir dos RNAm diferentes. Los RNAm se traducen en proteinas en el citoplasma.

Las glucoproteinas HA y NA son procesadas en el reticulo endoplasmico y el aparato de
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Golgi. La proteina M2 se inserta en las membranas celulares, su canal de protones impide
la acidificacion de Golgi y otras vesiculas, evitando asi el plegado inducido por el &cido y
la inactivacion de la HA dentro de la célula. La HA y NA se transportan hacia la superficie
celular. (Murray et al., 2003)

Se hace una plantilla para cada segmento de RNA de sentido positivo y en el nacleo se
replica el genoma RNA de sentido negativo. Los segmentos del genoma se transportan
hacia el citoplasma y se unen a la polimerasa y proteinas NP para formar nucleocépsides
que interaccionan con la proteina M1 que reviste las secciones de la membrana plasmatica
que contienen M2, HA y NA. Los segmentos del genoma se envuelven de forma aleatoria,
11 segmentos por viridn. Este proceso produce una pequefia de viriones con un genoma

completo y numerosas particulas defectuosas (Murray et al., 2003)

El primer paso del ciclo de replicacion es la unién al receptor celular por medio de la
hemaglutinina (HA), entra por endocitosis (1). Ya adentro de la célula, se forma un
endosoma (2), el pH bajo del endosoma es muy importante para la continuacion del ciclo,
ya que permite la liberacion del RNA al citoplasma (3). EI RNA entra al ndcleo, para que
se sintetice el RNAm para las proteinas (4). Una vez formado el RNAm de PB1, PB2 y PA,
éste migra a los ribosomas citoplasmaticos (5). Lo mismo sucede con los RNAm de M1y
NS1, pero con otra direccion (6). Los RNAmM de HA, NA, M2 y NS2 se dirigen a los
ribosomas del reticulo endoplasmico (RE) (7). Las proteinas PB, PA, PB2 y NP regesan al
nucleo (8 y 9). Se sintetiza el RNA gendmico segmentado de polaridad negativa (10);
enseguida el genoma emigra hacia el citoplasma para ser ensamblado (11). Las proteinas
HA y NA, después de pasar por el aparato de Golgi, migran a la membrana citoplasmica
(12). Finalmente la particula completa es liberada, con ayuda de la neuraminidasa (NA) que
remueve los residuos de acido sidlico, en la figura 6 se muestra el mecanismo de

replicacion. (Pérez et al., 2010)
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Figura 6: Representacion del ciclo de replicacion del virus de influenza. (Pérez et al., 2010)

3.6. Respuesta inmune.

Los virus son microorganismos intracelulares obligados que se replican en el interior de las
células, usando a menudo los acidos nucleicos y la maquinaria de sintesis proteinica del
hospedero. La mayoria de los virus infectan a una amplia variedad de poblaciones celulares
mediante la utilizacién de moléculas de superficie normales de las células como receptores

para penetrar en ellas. (Abbas y Lichtman, 2004)

La replicacion virica interfiere en la sintesis y la funcién proteinica normal, lo que origina
una lesion y, en ultimo término, la muerte de la célula infectada. Las respuestas
inmunitarias innatas y adaptativas frente a los virus tienen como objetivo bloquear la

infeccion y eliminar las células infectadas (Brooks et al., 2008).
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La respuesta inmune frente a la influenza es duradera y especifica de subtipo. Los
anticuerpos contra la HA y la NA son importantes en la inmunidad a la influenza, en tanto
que los anticuerpos a otras proteinas codificadas por el virus no son protectores. La
resistencia al desarrollo de la infeccion se relaciona con los anticuerpos contra la HA, en
tanto que la menor gravedad de la enfermedad y la menor capacidad para transmitir el virus
a los contactos se relaciona con los anticuerpos dirigidos contra la NA. Los anticuerpos
contra la ribonucleoproteina son especificos de tipo y Utiles para tipificar los virus aislados
(como influenza A o B). (Brooks et al., 2008).

En la figura 7 se esquematiza la induccidén de la respuesta inmune después de una infeccion
primaria por influenza A la cual se indica mediante flechas solidas. La activacion mas
rapida de poblaciones celulares de memoria por virus especificos después de un encuentro
secundario con el virus de influenza A esta indicado por las flecas punteadas. (Van de

Sandt, Joost y Rimmelzwaan 2012)

Figura 7: Representacion esquematica de la induccion de la inmunidad celular y humoral.
(Van de Sandt et al., 2012)
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Los tres tipos de virus de influenza guardan interrelacion antigénica lo cual no induce una
proteccion cruzada, cuando hay una desviacion antigénica, una persona con anticuerpos
previos de la cepa original puede presentar una infeccion leve con la nueva cepa, esto se
debe a que se cree que la funcion de la respuesta inmunitaria mediada por células en la
influenza es contrarrestar una infeccion establecida; donde las células citotoxicas T
producen lisis de células infectadas. La respuesta de los linfocitos T citotdxicos es una
reaccién cruzada (capaz de producir lisis en las células infectadas con cualquier subtipo de
virus) y parece estar dirigida de manera predominante contra las proteinas internas (NP, M)

y las glicoproteinas de la superficie (Brooks et al, 2008).

4. Diagndstico clinico

4.1. Métodos de diagnostico en el laboratorio.

Los métodos de deteccion de los virus se basan en detectar su morfologia, &cido nucleico o
algunas de sus proteinas. Debido a que los animales reaccionan a la infeccién viral,
produciendo anticuerpos neutralizantes de los virus, y a que la presencia de anticuerpos en
la sange de los animales infectados suele permanecer largo tiempo después de la infeccion,
para detectar infecciones recientes puede emplearse la presencia de anticuerpos especificos

antivirus como indicacion de una posible infeccién, es decir, serologia (Coll, 1993).

La morfologia sélo es posible apreciarla al microscopio electrénico, a partir de muestras
infectadas, cultivos celulares que han amplificado el numero de virus o concentrados de
virus. En cuanto a la deteccion del &cido nucleico del virus se basan en el reconocimiento
especifico por hibridacion de las secuencias virales por medio de acidos nucleicos
complementarios fabricados en el laboratorio, las sondas y por amplificacion de su material
geneético, PCR 6 RT-PCR (Coll, 1993).

Las pruebas de laboratorio pueden distinguir el virus influenza de otros virus respiratorios e
identificar subtipo y cepa. En el cuadro 3 se muestran algunos ejemplos de pruebas

diagnosticas para influenza (Murray et al., 2003)
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Cuadro 3: Métodos de diagnostico para influenza por laboratorio. (Cérdova et al.,

2010)
Método Tipo de Ventajas Desventajas Tiempo
influenza
que detecta
Aislamiento viral | AyB Sensible y especifico. Puede | Técnicamente muy laborioso. | 5 dias en
(cultivo celular) detectar otros virus | Depende del transporte y | promedio
respiratorios. Estandar de | calidad de la muestra asi como
oro. Es vital para la | contar con un laboratorio con
vigilancia virolégica y la | la tecnologia para cultivo
formulacion de vacunas. En | celular. Los resultados no
células estan disponibles en tiempos
clinicamente relevantes.
Deteccion de &cidos | A,ByC Altamente sensible y | Puede no identificar nuevas | <1 dia
nucleicos (RT-PCR) especifico. Resultados el | cepas circulantes 0
mismo dia. Permite tipificar | pandémicas.

y subtipificar. Puede detectar
virus que no se aislan en
cultivo y a multiples virus
respiratorios. Es una técnica

de biologia _molecular, sirve

para amplificar un
fragmento de ADN; su
utilidad es que tras la
amplificacién resulta mucho
mas facil identificar con una
muy alta probabilidad, virus
0 bacterias causantes de una
enfermedad, se fundamenta
en la propiedad natural de
los ADN polimerasas para
hebras de ADN,

para lo cual se emplean

replicar

ciclos de altas y bajas

temperaturas alternadas
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para separar las hebras de
ADN recién formadas entre
si tras cada fase de
replicacion Y, a
continuaciéon, dejar que
vuelvan a unirse las hebras
de ADN para que vuelvan a

duplicarse.

Inmunofluorscencia

AyB

Especifico y répido. Una

misma  muestra  puede

evaluarse para maltiples
patdgenos. Se puede realizar
a partir de cultivo o
directamente de la muestra
clinica. Esta prueba se basa
en la unién covalente de
anticuerpos a  colorantes
fluorescente para permitir
su facil observacion. (El
color de los anticuerpos esta
determinado por el tipo de
colorante que se utiliza), los
anticuerpos  fluorescentes
pueden emplearse  para
detectar la presencia de
antigenos o anticuerpos en el
interior de los tejidos o sobre
las células. Puede ser directa
en la cual el anticuerpo se
une al antigeno objeto de

estudio y se hace visibles

bajo luz ultravioleta o
indirecta, disefiada para
detectar anticuerpos

mediante la unién de un

anti-anticuerpo.

Relativamente complejo.
Requiere personal
experimentado. Depende en

gran medida de la calidad de

la muestra.

Aprox. 4
horas
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Pruebas rapidas

(RIDT)

(prueba répida de
diagndstico de
influenza)

AyloB

Especifico. Simple y répido.
Esta  prueba es un
inmunoensayo que puede
detectar la influenza Ay By
permite  un tratamiento
efectivo y quimioprofilaxis.
Los resultados positivos son

Gtiles para vigilancia de

influenza estacional. Los
médicos clinicos  deben
conocer que las

susceptibilidades de las
pruebas de  diagndstico
rapido de la influenza
(RIDT) y los ensayos de
inmunofluorescencia directa
(DFA) son menores que las
de las pruebas de reaccion
en cadena de la polimerasa
con transcriptasa inversa
(rRT-PCR) en tiempo real y
el cultivo viral. A resultado
negativo de la RIDT o DFA
no descarta la posibilidad de
infeccion por el virus de la
estas

influenza. Ademas,

pruebas no pueden distinguir

entre los virus de la
influenza HIN1 2009 y la
influenza de temporada

H1N1 o virus de la influenza
A H3N2. Las pruebas de
diagndstico répido de la
(RIDTs)  son

inmunes de

influenza
pruebas
deteccion  del  antigeno

nucleoproteico viral de la

Sensibilidad y  Valores
predictivos positivos bajos.
Los resultados negativos

requieren confirmacion. No
hay manera de monitorear la

calidad de la muestra.

30 a 60

minutos
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influenza.  Las  pruebas

rapidas comercialmente
disponibles, pueden arrojar
resultados en 30 minutos o
menos por

QuickVue Influenza A + B

ejemplo:

Serologia (IHA, MN,
fijacion de

complemento)

A ByC

Puede detectar infecciones
gue resultaron negativas al
aislamiento. Muy util como
herramienta de investigacion
y vigilancia epidemiolégica.
Hay seis tipos de pruebas
serolégicas;  precipitacion,
aglutinacion  fijacion  de
complemento,
inmunofluorescencia,
radioinmuoensayo y
enzimoinmunoanalisis
(ELISA).

Las reacciones inmunes que
defienden el organismo
frente a la infeccién pueden
utilizarse para el diagndstico
de muchas enfermedades ya
que la serologia es una de las
ramas de la inmunologia que
aplica las interacciones
antigeno-anticuerpo,
generalmente, identifican
aquellos agentes
desconocidos presentes en
las muestras clinicas la
puesta en contacto de la
muestra con un reactivo que
contiene concentraciones
conocidas de antigenos o

anticuerpos.

Sensibilidad y especificidad
variables. Diagnostico
meramente retrospectivo.
Requiere muestras pareadas.

Tiene limitada utilidad clinica.

2 a

semanas

4
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Microscopia
electrénica (Tincion

negativa)

A, ByC

Rapidez en situaciones de
emergencia. Sélo se requiere
una muestra y se puede
tomar  directamente  del
paciente. Se puede
relacionar con la enfermedad
cuando se conoce el origen
de la muestra. La
microscopia electronica usa
electrones en lugar de luz
Con este instrumento se
puede observar la
morfologia de los viriones
presentes en las muestras
clinicas.
La limitacion de este
método, ademas del costo
del microscopio, es que
necesita una concentracion
viriones
109

particulas virales por mL,

elevada de

(aproximadamente

dependiendo del
virus) en la muestra, por lo
tanto decimos que es poco

sensible

No discrimina entre los

diferentes  tipos. Requiere
personal muy experimentado.
Requiere inversion inicial en

equipo e infraestructura.

Aprox. 1
hora

Nota: RT-PCR, reaccion en cadena de la polimerasa en transcripcion reversa; IHA, inhibicion
de hemaglutinacién; MN, microneutralizacion.

En el cuadro 3 se pueden observar diferentes tipos de métodos de diagndstico para la

influenza. Aungue estos métodos difieren en cuanto a su fundamento el objetivo es el

mismo, localizar una parte o todo el antigeno y material genético como también moléculas

de respuesta de los hospederos entre las cuales se encuentran interleucinas, factores de

transcripcion, anticuerpos, y otras proteinas conocidos como biomarcadores. Estas pruebas

han hecho innecesaria la deteccion directa del microorganismo patégeno. Los avances en

biologia molecular y el desarrollo de la tecnologia robdtica, secuenciacién genémica y

proteinica han permitido el desarrollo de nuevas pruebas diagnosticas altamente especificas
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y de gran rendimiento. La gendmica y protedmica contribuyen a la identificacion de

biomarcadores. (Hernandez y Rodriguez 2009)

4.2. Aislamiento viral.

Los virus de influenza se obtienen de secreciones respiratorias, Aungque no se recomienda,
también es posible realizar aislamientos a partir de esputo en caso de presentarse.
generalmente el virus se aisla en cultivos primarios de rifion de mono o en la linea celular
de rifion canino Madin-Darby, en donde se puede detectar el efecto citopatico inespecifico a
los 2 dias (media 4 dias), (Murray et al., 2003)

El método tradicional para recuperar virus de influenza es el ya antes mencionado, ya que
este constituye un método muy sensible, y permite obtener cepas nuevas o diferentes a las
cepas estacionales tradicionales. Ademas el cultivo celular proporciona aislamientos para la
caracterizacion y su consideracion subsiguiente como cepas vacunales, también permite la
recuperacion simultanea de otros virus respiratorios si se utilizan las lineas celulares

adecuadas. (Murray et al., 2003)

La replicacion del virus en cultivos celulares se detecta observando el efecto citopatico, por
lo general esta reportado en la literatura entre un intervalo de 3 a 14 dias sobre células
MDCK. También existen técnicas de cultivo mas rapidas que detectan la replicacion del
virus de influenza usando anticuerpos monoclonales entre uno y tres dias (antes de que las
células se desprendan de la monocapa como efecto citopatico), aunque considerando como
desventaja el que presenta una sensibilidad muy variable, entre 56 a 100% comparado con

los cultivos celulares convencionales. (Cordova et al., 2010)

El aislamiento viral en cavidades amnidticas y alantoideas de huevos embrionados (10-11
dias), es un método muy laborioso y poco realizado por los laboratorios de diagndstico. Sin
embargo, cuando es desarrollado por laboratorios de referencia, produce altos titulos virales

y es esencial para la produccion de vacunas. (Cordova et al., 2010)

El aislamiento viral también conocido como método de referencia, también llamado
“estandar de oro” para el diagndstico del virus de influenza que por definicion tiene una
sensibilidad y especificidad de 100%. Se debe recordar que el aislamiento viral sélo detecta

la presencia de la particula viral completa e infectiva, asi que aquellas muestras que se
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transportaron indebidamente o fueron mal almacenadas, pueden producir resultados de
aislamiento viral malos y la tipificacion puede estar disponible entre cinco a siete dias, de
tal manera se deduce actualmente que los metodos moleculares que pueden detectar
material genético, aun en presencia de bajas cargas virales y poca actividad infectante,
pueden considerarse altamente sensibles, incluso méas que el propio cultivo viral.(Cérdova
etal., 2010).

4.3. Prueba de hemaglutinacion.

Los virus influenza tienen su superficie cubierta de espiculas formadas por la proteina
hemaglutinina HA, que tienen la propiedad de aglutinar diferentes eritrocitos o globulos
rojos (pollo, ganso, curiel, humanos del grupo “O”, carnero, etc.), derivando su nombre de

esta caracteristica. (Wiedbrauk y Johnston 1993).

La prueba de hemaglutinacion es uno de los métodos indirecto mas comunes para
cuantificar particulas virales en suspension, sin embargo no es una medida de infectividad,
este ensayo se basa en la capacidad de algunos virus para agregar varias especies de
glébulos rojos. Este efecto ocurre por la interaccion de glicoproteinas virales
(hemaglutininas), con los receptores de superficie en la membrana de glébulos rojos. No
todos los virus son capaces de causar esta reaccion y otros solo pueden reaccionar con
globulos rojos de especies particulares bajo condiciones de pH y fuerza idnica, esta

caracteristica se encuentra representada en la figura 8 (Wiedbrauk y Johnston 1993).
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Figura 8: Representacion esquematica de hemaglutinacién entre eritrocitos humanos

tipo O y virus de influenza formando esquematicamente una malla.

La prueba de IHA como se muestra en la figura 10 puede utilizarse para identificar los
anticuerpos de los pacientes contra el virus de influenza, cuando se cuenta con antigenos de
influenza como material de referencia. Se considera que una prueba de IHA es positiva para
este virus, cuando los sueros pareados de fase aguda y convalecencia, muestran un

incremento en el titulo de anticuerpos de al menos cuatro veces. (Murray et al., 2007).
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Figura 9. Representacion esquematica de la prueba de IHA
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5. Cultivo celular.

Los cultivos celulares han permitido un notable avance en el estudio de la célula y sus
caracteristicas. (Contreras, Silva y Hopkins. 2009)

El cultivo celular es un conjunto de técnicas que permiten el mantenimiento de las células
in vitro, conservando al maximo sus propiedades fisioldgicas, bioquimicas y genéticas, ya
que se pueden controlar todos los factores del medio: fisico-quimicos (pH, temperatura,
niveles de 02, CO2), y fisioldgicos (factores de crecimiento, densidad celular), mediante un
medio definido que tiene las necesidades nutritivas de las células en cuestion y que se
suplementan con soluciones complejas como suero en los que se encuentran los factores
nutritivos imprescindibles para el mantenimiento del cultivo. Las células en cultivo de una
linea celular (propagacion), se pueden obtener con facilidad un nimero elevado de réplicas
idénticas (Wiedbrauk y Johnston, 1993).

Las células primarias son células aisladas que derivan directamente de los tejidos. La fuente
de tejido para la mayoria de los cultivos de células primarias es ya sea de animales de
laboratorio 0 muestras patolégicas de humanos. Investigaciones en instituciones deberian
contar con un proceso de revision y aprobacion para la adquisicion de animales de
laboratorio y tejidos humanos (biética). Cuando un proyecto de utilizacion de animales de
laboratorio, y tejido humano en particular, se esta desarrollando este proceso de aprobacion

debe ser seguido de forma explicita. (Wiedbrauk y Johnston, 1993).

Mientras que las lineas celulares crecen continuamente en subcultivos a diferencia de las
células primarias. La mayoria de las lineas celulares pueden ser propagadas en una forma
inalterada para un namero limitado de generaciones de células, mas alla de la cual ya sea
morir 0 mantenerse como lineas celulares contintas. La capacidad de una linea de células
de crecer continuamente probablemente refleja su capacidad de variacion genética, que
permite la seleccion posterior (Wiedbrauk y Johnston, 1993).
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5.1. Linea celular MDCK.

Es una linea celular que proviene del Rifion canino de una hembra adulta aparentemente
normal cocker spaniel, que se aislé por primera vez en septiembre de 1958 por S. H. Madin
y N. B. Darby.

Estas células presentan morfologia epitelial tipica y son positivas a la tincién para
queratinas. Son susceptibles, con base en el catdlogo de la ATCC, a los virus de la
influenza A, hepatitis B, Reovirus 2 y 3, virus de la estomatitis vesicular, adenovirus y
virus vaccinia (ATCC, 2012a).

5.3. Hep-2

Las células Hep-2 son epiteliales humanas que provienen de la linea celular HeLa (linea
celular que proviene de una muestra de cancer cérvico-uterino obtenida el 8 de febrero de
1951 de una paciente llamada Henrietta Lacks) contienen cromosomas marcadores, y se
obtuvieron a través de la contaminacion Hela. Esta linea se pensé originalmente que se
deriva de un carcinoma epidermoide de laringe, pero posteriormente se encontrd, basandose
en el analisis de isoenzimas, cromosomas marcadores Hela, y huellas de ADN, gue se han
establecido a través de contaminacion de células HelLa. Las células son positivas para la

queratina mediante tincion con inmunoperoxidasa (ATCC, 2013)

El medio de base para esta linea celular es ATCC-formulado Medio Esencial Minimo de
Eagle. Para hacer que el medio de crecimiento completo, se le afiaden los siguientes
componentes a la base de soporte: suero fetal bovino a una concentracion final de 10%.
Atmosfera: aire, 95%; dioxido de carbono (CO2), 5% Temperatura: 37,0° C

5.2. Linea celular A549.

Es una linea celular continua adherente de adenocarcinoma pulmonar humano, clasificadas
comunmente como células epiteliales escamosas del epitelio alveolar basal, responsable

dela difusién de sustancias como el agua y los electrolitos, a través de los alvéolos de los
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pulmones. Se aislaron por primera vez en 1972 por Giard, D.J. a través de la extraccion y
cultivo de tejido pulmonar carcinomatoso explantado de un vardn caucasico de 58 afos. Es
una linea de células humanas hipotriploide con el nimero cromosémico modal de 66, que

se producen en un 24 por ciento de las células (ATCC, 2012b).

Las células A549 deben ser cultivadas en medio esencial minimo de Eagle modificado de
Dulbecco suplementado con 10% de SFB. Pueden ser cultivadas en forma adherente o en
suspension y, en ambos casos crecen con facilidad; el recuento de células se duplicara

aproximadamente cada 24 horas (Wiedbrauk y Johnston, 1993).

6. Protedmica.
6.1. ¢ Qué es la protedmica?

Se puede definir protedmica como el estudio de las propiedades de las proteinas a nivel de
expresion, modificaciones post-traduccionales, interacciones proteicas, etc., a gran escala,
en comparacién a otros ensayos con la proteémica se puede observar la expresion de los
genes a nivel de las proteinas funcionales, con lo que se hace posible obtener una vision
global e integrada de los procesos celulares, redes metabdlicas y procesos patogénicos a

nivel de las proteinas presentes en las células de los tejidos (Virgili y Vidal, 2006)

6.2. Analisis protedmico.

Para poder realizar estudios de protedmica es necesario utilizar diferentes metodologias

proteicas que secuencialmente son:

e Purificacion de las proteinas del tejido y/o células.
e Separacion de las proteinas

e Identificacion de una proteina
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En consecuencia para poder obtener proteinas de un tejido hay que disgregarlo
mecanicamente 0 enzimaticamente para poder acceder a las células y poder lisarlas, el
lisado celular se realiza con detergentes que desestabilizan las membranas celulares
liberando el contenido celular. Para evitar la degradacion se debe introducir en la solucion
de lisis inhibidores de proteasas, y una vez lisado se prosigue a la desalacion ya que puede

interferir en la separacion de proteinas. (Virgili y Vidal, 2006).

La separacion por tamafio molecular se realiza mediante una Electroforesis en Gel de
PoliAcrilamida con el detergente anionico Dodecil-Sulfato de Sodio (SDS-PAGE). En este
método las proteinas migran hacia el &nodo al estar cargadas negativamente debido al SDS
y se separan en funcién a su peso o tamafio molecular, para revelar la posicion de las

proteinas hay que tefiir generalmente con azul de Coomassie. (Virgili y Vidal, 2006)

Sin embargo para llevar a cabo un andlisis protedmico es necesario utilizar otras técnicas
basadas en otras caracteristicas diferentes del tamafio molecular de las proteinas para
ampliar la resolucién de la separacién del contenido proteico en las células. Como primera
etapa se realiza otra técnica electroforética que se basa en otra caracteristica de la estructura
primaria de las proteinas; esta es la carga eléctrica que presentan las proteinas por la
presencia de aminoacidos cargados positiva 0 negativamente en su secuencia. Utilizando la
carga de las proteinas se pueden separar por electroforesis dentro de un gel que presente un
gradiente de pH entre el catodo y el &nodo, técnica conocida como isoelectroenfoque, esto
se muestra en la figura 10. (Virgili y Vidal, 2006)
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Figura 10: Representacion esquematica del principio de isoelectroenfoque (Virgili y Vidal, 2006)
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Una vez realizada la separacion de proteinas por Isoelectroenfoque y SDS-PAGE de forma
consecutiva se observan una mejor resolucion de la separacion de proteinas celulares. A
este proceso se le conoce como electroforesis de dos dimensiones 6 bidimensional. La
primera dimension basada en la carga de las proteinas y la segunda dimension en el tamafio
molecular de estas, de esta manera es posible separar dos proteinas que tengan el mismo o
muy parecido tamafio molecular en regiones diferentes de un gel y poder visualizarlas

independientemente como se puede ver en la figura 11:
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Figura 11: Representacion esquematica del proceso de separacion por geles bidimensionales.
(Virgiliy Vidal, 2006)

Una vez realizada la electroforesis bidimensional es complicado identificar una proteina
determinada, sobre todo si esta en regiones cercanas de otras proteinas por lo que es
necesario complementar el estudio protedmico con otras herramientas que identifiquen
individualmente a las proteinas como espectrometria de masas por MALDI-TOF, el cual se
basa en aislar la proteina o los péptidos mezclados en un acido orgénico y secado sobre una
placa ceramica o de metal (matriz) en la cual se impacta un laser sobre la muestra haciendo
saltar el péptido de la placa en forma de gas ionizado con 1-2 cargas positivas. El péptido

ionizado es acelerado en un campo eléctrico hacia un detector. El tiempo que tarda en llegar
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al detector estd determinado por su masa y su carga: los péptidos largos se mueven mas

despacio y las moléculas con mas cargas mas rapido. (Virgili y Vidal, 2006)

El interés de un estudio protedmico sobre lineas celulares infectadas con virus de influenza
se debe a que se ha descrito anteriormente que durante el curso de infeccién viral, las
proteinas virales interactdan con las vias y formacién de proteinas de hospedero y pueden
modificarse. (Shapira, Viks, Shum, Dricot, M. de Grace, Wu, Gupta, Hao, Silver, Root,
Hill, Regev, y Hacohen 2009)
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7. Objetivos.

7.1. Objetivo general.

Estandarizar los métodos de infeccion por los virus de Influenza A
H1N1/A/Meéxico/4482/2009 y A/PR/8/34 en cultivo de lineas celulares epiteliales MDCK,
Hep-2 y A549 e identificar las alteraciones morfolégicas provocadas por dicha infeccion.

Asimismo, estandarizar los procedimientos de extraccion de proteinas para su ulterior

estudio por medio de analisis protedmico.

7.2. Objetivos particulares.

Realizar cultivo de lineas celulares epiteliales MDCK, A549 y HEP-2 e infectarlas
con influenza A.

Identificar la infeccion viral mediante ensayos de hemaglutinacion e
inmunofluorescencia y observar las alteraciones morfol6gicas mediante microscopia
Optica.

Establecer métodos de extraccion y cuantificaciébn de proteinas para realizar

electroforesis unidimensional y bidimensional para su posterior analisis protedmico.
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8. Hipotesis.

Si se infectan lineas celulares epiteliales MDCK, Hep-2 y A549 con influenza A, éstas
veran alterada su morfologia debido al proceso de propagacion viral a diferentes tiempos
post-infeccion lo que ocasionara diferentes titulos virales. Asimismo se comprobara la

infeccion mediante ensayos de hemaglutinacion y/o inmunofluorescencia.

Si se realiza un lisado celular adecuado, la integridad proteinica podra observarse mediante
electroforesis unidimensional, asimismo, si se aplica el correcto tratamiento a las muestras
proteinicas se podran conocer los parametros para la realizacion de geles bidimensionales

en ulteriores estudios protedmicos.
9. Material y métodos.

Las lineas epiteliales MDCK, Hep-2 y A549 son descongeladas mediante el método 2 que
se describe en el anexo apartado 8 y cultivadas en medio esencial minimo de Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM) con un 10% de suero fetal bovino en frascos T de
cultivo de 75 cm? (Corning®) con cambio de medio cada 48 horas. Se propagaron y
congelaron cuando alcanzaron del 95 al 100% de confluencia. Para la congelacion y
propagacion celular se realizd el método acotado en la seccion anexa 6 y 7 respectivamente.
Se cuantificaron las células como se describe en el anexo 8 y se sembraron un millén de
células por cada frasco T de cultivo de 75 cm? (Corning®). Se usaron los subtipos del virus
de influenza A/PR/8/34 y pandémico 2009 A/H1N1, adaptados para cultivo celular, para
infectar las lineas celulares MDCK, Hep-2 y A549.

Se infectaron la linea celular MDCK con una Multiplicidad de infeccién (MOI) de 0.1 para
propagar ambos virus como se describe en el anexo 10 y se realiz6 una titulacién por el
método de hemaglutinacion descrito en la seccién anexa 9 para conocer la cantidad de

viriones en las muestras.
Se infectaron lineas celulares MDCK, Hep-2 y A549 como se describe en el anexo 10.

Para corroborar la infeccion de la linea celular MDCK y Hep-2 se realiz6 una titulacion

por ensayo de hemaglutinacion a los tiempos 6, 12 y 24 y 24, 48 y 72 horas post-infeccion,
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respectivamente 'y se comprobé la infeccion en células A549 mediante

inmunofluorescencia, técnica descrita en el anexo 18.

Las células infectadas son lisadas quimicamente con una solucién de lisis amortiguadora de
Tritdén X-100 al 0.1% a la que se le agrego un coctel de inhibidor de proteasas (Sigma®) de
acuerdo al anexo 11. También fueron sometidas a una lisis fisica (congelacion-
descongelacion alternadas para asegurar la completa extraccion de proteinas) como se
describe en el anexo 11. Los lisados son centrifugados a 13000 rpm por 15 min a 4° C para
eliminar cualquier célula remante y detrito celular. La muestras control, es decir, las
células no infectadas, son procesadas y analizadas en la misma forma que las infectadas
por el virus de la influenza A (H1N1). A partir de esta etapa se puede trabajar en

condiciones normales de bioseguridad, ya que el virus se encuentra inactivo.

A continuacion se realizo la cuantificacion proteica de los lisados celulares mediante la

técnica de BCA (&cido bicinconinico Thermo Scientific®), descrita en el anexo 12.

Las muestras fueron sometidas a una electroforesis en gel de poliacrilamida SDS-PAGE
para corroborar la integridad proteinica como se indica en el anexo 14. Y se establecieron

las condiciones Optimas para la realizacion de geles bidimensionales.

Como ulteriores estudios las muestras seran sometidas sistematicamente (al menos 3 geles
por tipo de muestra), a una separacion electroforética en dos dimensiones, de modo que se
tendra una muestra estadisticamente significativa de las proteinas sobreexpresadas
consistentemente durante el proceso infeccioso. Las muestras serén inicialmente cargadas
en tiras para isoelectroenfoque ReadyStrip IPG con un gradiente de pH no lineal, y dejadas
en una solucion de rehidratacion durante 14-16 horas. La primera etapa de la separacion
electroforética se llevara a cabo en una camara para isoelectroenfoque (IEF Cell). Para la
segunda etapa (SDS-PAGE)(Link, 1999) se usan geles de acrilamida (12%) en una cAmara
para electroforesis. Las proteinas son visualizadas con tincion coloidal (azul de Coomassie
o tincion de plata) compatible con ulteriores andlisis protedmicos. El analisis diferencial de
los geles bidimensionales se llevara a cabo con el programa PD-Quest™ Advanced 8.0.1.
Para la evaluacion de los spots de proteinas diferencialmente expresadas se haré la prueba t
de Student.
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10. Resultados y analisis de resultados.

Para que un virus se apodere del metabolismo celular, tiene que ocurrir un proceso de union
de moléculas determinadas de la estructura viral a receptores especificos que se encuentran
ubicados en la superficie de la membrana celular. Este primer paso es de suma importancia
ya que, cuando se lleva a cabo el reconocimiento, el virus se internaliza por endocitosis.
Una vez libre su genoma, comienza una serie de modificaciones celulares a nivel proteinico
que conllevan a la formacion de una nueva progenie del virus. En el caso de influenza A, la
molécula de hemaglutinina es reconocida por el receptor celular, el &cido sialico con
enlaces de tipo a-2,3 y a-2,6 (Mancipe, 2011). Existen diferentes tipos de técnicas para
comprobar la infeccion viral in vitro, como la técnica de titulacion por ensayo de
hemaglutinacion, que se basa en la union de la hemaglutinina a los residuos de acido siélico
gue se encuentran en las membranas de los eritrocitos tipo O. Esta interaccion especifica se
observa macroscopicamente como la formacién de una malla, la cual indica la presencia de
particulas virales por microlitro (pv/uL), que indirectamente evidencia la replicacion y

propagacion viral.

En nuestros experimentos, realizamos titulaciones virales en dos etapas. En una etapa
inicial se partio de un titulo desconocido del virus, el cual se determiné por este método
obteniendo (2.06x10° pv/puL para la cepa HIN1/A/México/4482/2009 y 1.03x10° pv/pL
para la cepa HIN1/A/PR/8/34) con estas concentraciones virales se realizaron infecciones
posteriores con una mutiplicidad de infecciébn (MOI) de 6, para ulteriores estudios

protedbmicos,

En una segunda etapa, el método de titulacion por hemaglutinacion se utilizd6 como una
manera para verificar la infeccion de las células MDCK y Hep-2 como se muestra en las

siguientes figuras 12-15:
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Figura 12. Titulacion de virus de influenza HIN1/A/México/4482/2009 infectado en
células MDCK a las 6, 12 y 24 horas post-infeccion (hpi) con una MOI de 6 mostrando
un titulo viral de 1:32 y 1:64 a partir de las 12 y 24 hpi

C+ 1.2 14 1.8 1116 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512 1:1024 C-
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24

Figura 13. Titulacion de virus de influenza HIN1/A/PR/8/34 infectado en células
MDCK alas 6, 12 y 24 horas post-infeccion con un MOI de 6 mostrando un titulo
viral de 1:16 a las 24hpi
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C+ 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512 1:1024

I

24

48

72

Figura 14.Titulacion de virus de influenza HLIN1/A/México/4482/2009 en células Hep-
2 alas 24, 48 'y 72 horas post-infeccion MOI de 6 mostrando un titulo viral de 1:2, 1:4
y 1:8 respectivamente.
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Figura 15. Titulacion de virus de influenza HIN1/A/PR/8/34 infectado en células Hep-
2 alas 24, 48 'y 72 horas post-infeccion con un MOI de 6 mostrando un titulo viral de

1:4 a parir de las 48 hpi y las 72 hpi
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Donde se nota que el virus de influenza A cepa pandémica H1N1/A/México/4482/2009
tiene mayor potencial infectivo al observarse titulos virales mayores durante la infeccién en
las lineas celulares MDCK y Hep-2, esta medida puede ser comparada ya que la infeccion
se realiz6 con un misma concentracion viral inicial (MOI 6), en donde se alcanza un titulo
mayor a las 24 hpi con 5.13x10° pv/pL en células MDCK y 72 hpi con un 6.34x10* pv/pL
en células Hep-2, estos titulos comparados con la cepa estacional HIN1/A/PR/8/34, la cual
muestra un titulo de 2.56x10° pv/pL en la linea celular MDCK y 3.20x10* pv/uL para Hep-
2 bajo las mismas condiciones de infeccién muestran una reduccion en el titulo viral. Estas
variaciones en el titulo pueden explicarse ya que se ha reportado en anteriores estudios que
la linea celular MDCK poseen receptores con ambos tipos de enlaces a-2,3 y 0-2,6, lo que
permite el crecimiento de un mayor espectro de cepas del virus de influenza A (Mancipe,
Ramirez, Jairo y Vera, 2011). Aunque Mancipe et al., se refiere a las células epiteliales de
traquea humana (Hep-2) como células receptoras del virus de influenza, se ha reportado que
la linea celular de eleccion para el crecimiento de este virus son las células epiteliales
MDCK. También estas células son utilizadas en la produccion comercial de vacunas
inactivadas en Europa y para investigaciones clinicas en los Estados Unidos, ya que los
virus muestran que han sido antigénica y estructuralmente idénticos a las cepas encontradas
en pacientes.(Clavijo A, Tresnan DB, Jolie R, Zhou EM, 2002)

De igual forma se siguio la infeccion mediante la observacion microscopica de las células
infectadas, ya que se conoce que el virus de influenza tiene un tiempo de incubacion de uno
a tres dias en el organismo. Después de este lapso, el virus se multiplica y trasciende a
células aledanas. Este virus es citopatico, ya que causa gran dafio celular tanto por necrosis
como por apoptosis (Pérez et al., 2010). Este efecto citopatico se puede observar en las

siguientes figuras que corresponden a células MDCK infectadas con ambas cepas virales:
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Figura 16. Células MDCK control Figura 17. Células MDCK infectadas con la cepa

sin infeccion 10X H1N1/A/México/4482/México/4482/2009 a las 6hpi 10X

Figura 18. Células MDCK infectadas con la cepa Figura 19. Células MDCK infectadas con la
cepa HIN1/A/México/4482/2009 a las 12 hpil0X cepa HIN1/A/México/4482/2009 a las 24 hpi 10X
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Figura 20. Células MDCK Figura 21. Células MDCK infectadas con la
control sin infeccion 10X cepa HIN1/A/PR/8/34 a las 6hpi 10X

Figura 22. Células MDCK infectadas con la Figura 23. Células MDCK infectadas con la
cepa HIN1/A/PR/8/34 a las 12 hpi 10X cepa HIN1/A/PR/8/34 a las 24hpi 10X

En estas figuras se el efecto citopatico observado desde un microscopio éptico invertido
durante la infeccion de influenza con la cepa pandémica y estacional comparadas con las
células control sin infeccion, las cuales muestran una monocapa uniforme con un 95-100%

de confluencia en donde la infeccion con la cepa pandémica HLIN1/A/México/4482/2009 a
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diferentes tiempos post-infeccion muestra un desprendimiento y cambio en la morfologia
celular en comparacion con la cepa estacional HIN1/A/PR/8/34 que muestra menor

desprendimiento de células y cambio en la morfologia celular.

También se observd el efecto citopatico en la linea celular Hep-2, estas se muestran en las

siguientes figuras:

Figura 24. Células Hep-2 control Figura 25. Células Hep-2 infectadas con la

sin infeccion 10X cepa HIN1/A/México/4482/2009 a las 24 hpi 10X

Figura 26. Células Hep-2 infectadas con la cepa Figura 27. Células Hep-2 infectadas con la

H1N1/A/México/4482/2009 a las 48 hpi 10X cepa HIN1/A/México/4482/2009 a las 72 hpi 10X
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Figura 28. Células Hep-2 Control  Figura 29. Células Hep-2 infectados con la

sin infectar 10X cepa HIN1/A/PR/8/34 a las 24hpi 10X

Figura 30. Células Hep-2 infectadas con la Figura 31. Células Hep-2 con la

cepa HIN1/A/PR/8/34 a las 48 10X cepa HIN1/A/PR/8/34 a las 72hpi 10X

En las figuras anteriores se observa el desprendimiento y agrandamiento de las células Hep-
2 durante la infeccion con las dos cepas virales méas evidente en las células infectadas con la
cepa pandemica.
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En cuanto a la infeccidon de la linea celular A549 al no haber titulo viral y no hacerse visible
el efecto citopatico se prosiguid a realizar la técnica de inmunofluorescencia. Esta técnica

es mas sensible para detectar la infeccion viral por influenza, obteniendo los siguientes

resultados:

Figura 32. Células A549 infectadas con Figura 33. Células A549 infectadas con

H1N1/A/México/4482/2009 2° pase celular. H1N1/A/México/4482/2009 4° pase celular.

Figura 34. Células A549 infectadas con

H1N1/A/PR/8/34 2° pase celular.

La sensibilidad y especificidad de esta técnica se basa en la deteccion de antigeno viral,

mediante la union covalente de un anticuerpo marcado con un fluorocromo. En nuestros
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experimentos se lleva a cabo la adaptacion de las dos cepas virales de influenza a la linea
celular A549, que deriva de un carcinoma pulmonar humano, por lo que, al provenir de vias
respiratorias inferiores, no cuenta con la cantidad suficiente de receptores a-2,6 para
permitir la propagacion viral y efecto citopatico. Por lo que es necesaria la adicion de una
enzima proteolitica como la tripsina para la activacion de la hemaglutinina inactiva (HAO),
que se divide en las fracciones activas HA1 y HA2 (Mancipe et al., 2011), haciendo el virus
infeccioso para las células. Por lo que la infeccion se comprobd mediante la técnica de IFI,

donde la fluorescencia color verde indica la presencia de particulas virales de influenza A.

Cuando ocurre una infecciéon viral la célula huésped sufre cambios morfologicos y
subcelulares. Esto se debe a que el virus se apodera del metabolismo celular, lo que
produce alteraciones en la expresion de genes que se refleja en la traduccién de proteinas
citoplasmaticas. Como primera parte del proyecto se llevd a cabo un lisado de lineas
celulares MDCK y Hep-2 para la extraccion de proteinas citoplasmaticas y, en ulteriores

estudios, llevar a cabo un anélisis protedmico.

En nuestros experimentos se cuantificaron las proteinas solubles extraidas y se realizaron

geles unidimensionales como se muestran en las figuras 35-38.

Figura 35. Electroforesis unidimensionales de lisados celulares de MDCK infectados con la
cepa HIN1/A/México/4482/2009.
Kd P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7

10 —~ -

Marcadores Ctrl 6hrs 6hpi Ctrl12 hrs  12hpi  Ctrl 24 hrs  24hpi

Geles de SDS-PAGE, 5% gel separador, 12% gel de resolucidn, tincion azul de Coomassie. Se cargaron
muestras de lisado de células MDCK con 50 pug de proteina por pozo.
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Figura 36. Electroforesis unidimensionales de lisados celulares de MDCK infectados con la
cepa HIN1/A/PR/8/34.

Kd P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7

Marcadores Ctrl 6hrs ~ 6hpi  Ctrl 12 hrs  12hpi  Ctrl 24 hrs  24hpi

Geles de SDS-PAGE, 5% gel separador, 12% gel de resolucién, tincion azul de Coomassie. Se cargaron
muestras de lisado de células MDCK con 50 pg de proteina por pozo.

También se realizaron geles unidimensionales de los lisados celulares de Hep-2 como se
muestra en las siguientes figuras 37 y 38:

Figura 37. Electroforesis unidimensionales de lisados celulares de Hep-2 infectados con la
cepa HIN1/A/México/4482/20009.

Kd P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7

Marcadores Ctrl 24hrs  24hpi  Ctrl48 hrs 48hpi  Ctrl 72 hrs  72hpi

Geles de SDS-PAGE, 5% gel separador, 12% gel de resolucién, tincion azul de Coomassie. Se cargaron

muestras de lisado de células Hep-2 con 50 pg de proteina por pozo.
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Figura 38. Electroforesis unidimensionales de lisados celulares de Hep-2 infectados con la
cepa HIN1/A/PR/8/34.
Kd P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7

25 —— -

20 ——»

- rrer

10— S ! W _ o

Marcadores Ctrl 24hrs  24hpi  Ctrl48 hrs  48hpi Ctrl 72 hrs  72hpi

Geles de SDS-PAGE, 5% gel separador, 12% gel de resolucion, tincién azul de Coomassie. Se cargaron

muestras de lisado de células Hep-2 con 50 pg de proteina por pozo.

Este procedimiento de separacion tiene la finalidad de comprobar la integridad proteinica a
las diferentes horas post-infeccion, ya que el observar bandas definidas es indicativo de la

presencia de proteinas con diferentes pesos moleculares.

Aunque se pueden identificar los pesos moleculares de diversas proteinas en geles
unidimensionales, existen similitudes entre ellas, por lo que es necesario utilizar otros
métodos de separacion como electroforesis bidimensional. En nuestros experimentos se

realizd una separacion bidimensional como se muestra en las siguientes figuras:
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Figura 39. Gel bidimensional de muestra de lisado de células MDCK control sin infeccion a las 6 horas

(25ug de proteinas; tincion Deep Purple, gel de Poliacrilamida al 12% de resolucion)

Figura 40. Gel bidimensional de muestra de lisado de células MDCK infectadas con la cepa
H1N1/A/México/4482/2009 a las 6 hpi

(+) 3 pH 10 (-)

(25ug de proteinas; tincion azul de Coomassie, gel de Poliacrilamida 12% de resolucion)
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Este método tiene dos etapas de separacién; por punto isoeléctrico que separa las proteinas
en un gradiente de pH hasta alcanzar una posicion en la que la carga neta es cero, es decir,
su punto isoeléctrico (pl) y peso molecular, ésta segunda dimension separa las proteinas por
peso molecular mediante electroforesis. Esta herramienta proteémica mejora la separacion
e identificacion de cientos de proteinas en un solo experimento, como se puede observar en
las figuras 39 y 40. En este trabajo se determinaron las condiciones dptimas de separacion
proteinica aceptandose las hipotesis planteadas para posteriores andlisis protedmicos en
colaboracion con el Instituto de Medicina Gendmica (INMEGEN), donde se enviaron las
muestras de proteinas cuantificadas y desaladas para llevar a cabo el estudio proteémico.

11. Conclusiones.

e Se establecio que las condiciones de infeccién por el virus de influenza
H1N1/A/México/4482/2009 y HIN1/A/PR/8/34 para células MDCK fueron de un
MOI de 0.1 para propagar el virus y de un MOI de 6 para realizar extraccion de
proteinas a las 6, 12 y 24 hpi

e Se estableci6 que las condiciones de infeccion por el virus de influenza
H1N1/A/México/4482/2009 y HIN1/A/PR/8/34 para células Hep-2 fueron de un
MOI de 0.1 para propagar el virus y de un MOI de 6 para realizar extraccion de
proteinas a las 24, 48 y 72 hpi

e Se identificaron alteraciones morfologicas y se observd desprendimiento de las
celulas en la linea celular MDCK y Hep-2 por la infeccion del virus de influenza
H1N1/A/México/4482/2009 y HIN1/A/PR/8/34 con un MOI de 6

e Se identifico la infeccion viral en la linea celular MDCK a las 6, 12 y 24 hpi
mediante titulacién por ensayo de hemaglutinacion

e Se identificé la infeccion viral en la linea celular Hep-2 a las 24, 48 y 72 hpi
mediante titulacién por ensayo de hemaglutinacion

e Se identificd la infeccion viral en la linea celular A549 mediante la técnica de

inmunofluorescencia.
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Se estableci6 que la técnica de extraccion de proteinas con Tritén X-100 al 0.1% es
el indicado para realizar el lisado celular y es compatible con el método de
cuantificacion de proteinas mediante el ensayo de acido bicinconinico (BCA)

Se comprobd la integridad proteinica mediante la realizacion de geles
unidimensionales para las muestras de lisados de células MDCK y Hep-2

Se identificaron las condiciones dptimas para la separacién de proteinas mediante
electroforesis bidimensional las cuales fueron en la primera etapa por
isoelectroenfoque el voltaje fue de 100, 300, 1000, 5000 y 5000 volts con tiempos
de 2:00 00:40, 00:27, 01:20 y 00:15 horas respectivamente y en una segunda etapa
la concentracion del gel de resolucion de poliacrilamida fue al 12% y la tincidn

adecuada para un analisis protedmico diferencial ulterior es con Deep-Purple.
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13. Anexos

1. Preparacion de medio de cultivo completo (MEMC)

Para 500 mL
500 mL Medio elemental minimo (MEM)
5.3 mL L-glutamina 200 mM
2.5 mL Antibiotico-antimicotico 1X
1.85¢ Bicarbonato de Sodio
50 mL Suero Fetal Bovino (SFB)

Colocar 50 mL de DMEM en un tubo FALCON vy disolver completamente 1.85g de
bicarbonato de sodio.

En un frasco de 500 mL de DMEM adicionar 5.3 mL de L-glutamina 200 Mmy 2.5
mL de antibidtico-antimicatico.

Agegar los 50mL de bicarbonato de sodio filtrandolo, utilizando un filtro de malla
de 0.22 pum marca millipore.

Finalmente adicionar 50 mL de SFB, mezclar con movimientos circulares sin que se
moje la boca del frasco para evitar contaminacion.

Almacenarlo a 4°C.

Descomplementacién del Suero Fetal Bovino (SFB)

Descomplementar el suero a 56°C por 30 minutos en Bafio Maria.

Filtrar con membrana de 0.22 um marca millipore en tubos de 50 mL estériles y
congelar a -20C hasta su uso.

Para preparar 10 mL de medio con suero al 10% en frascos estériles filtrar 90 mL de

medio y adicionar 10 mL de suero filtrado.

Nota: El suero no debe congelarse y descongelarse para evitar su inactivacion.
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a)

Solucion de tripsina 1X

Descongelar tripsina 10X marca Gibco® Trypsin tomar 5mL y agregar 45mL de

PBS con pH 7.2 para obtener una concentracion final de 1X

Solucion PBS de pH 7.2

ParalL
8¢ NaCl
0.2g KCI
0.96¢ Nay;HPO,4
0.2g KH,PO,

Ajustar el pH a 7.2 con potenciometro.
Aforar con agua destilada desionizada (H,O dd)
Esterilizar con autoclave y hacer alicuotas de 200mL

Almacenar a temperatura ambiente.

Medio de congelacion

Porcentaje Componente
7 0% Suero fetal
bovino (SFB)
10% Dimetil
sulfoxido
(DMSO)
20% DMEM
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b)

Protocolo para congelacién de lineas celulares

Eliminar medio de la caja de cultivo y lavar la monocapa dos veces con 5 mL de
PBS 1X pH 7.2 y eliminar.

Adicionar 2 mL de tripsina al 1X golpear ligeramente los costados de la caja para
despegar las células e incubar a 37°C durante 10 minutos o hasta que se vean
despegadas las células.

Inactivar la tripsina agregando 3 mL de MEMC.

Extraer la suspension celular y colocar en un tubo FALCON estéril.

Centrifugar a 1500 rpm durante 10 min a 4°C.

Eliminar el sobrenadante.

Resuspender el pellet en 6mL de medio de congelacién por caja T-25

Distribuir la suspension celular en criotubos colocando 1mL en cada uno y rotular.

Conservar en ultracongelador a -80°C.

Protocolo de Tripsinizacion (Propagacion celular)

Eliminar medio de la caja de cultivo y lavar la monocapa dos veces con 5 mL de
PBS 1X pH 7.2 y eliminar.

Adicionar 2 mL de tripsina al 1X golpear ligeramente los costados de la caja para
despegar las células e incubar a 37°C durante 10 minutos 0 hasta que se vean
despegadas las células.

Inactivar la tripsina agregando 3 mL de MEMC.

Extraer la suspension celular y colocar en un tubo FALCON estéril.

Centrifugar a 1500 rpm durante 10 minutos a 4°C.

Eliminar el sobrenadante.

Resuspender el pellet en X mL de MEMC hasta formar una suspension celular
homogénea (las cantidades de MEMC se adicionan de acuerdo al nimero de cajas
en las cudles se va a propagar).

Incubar a 37°C y 5% de CO..
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8. Protocolo para descongelacion de lineas celulares

Método 1

a) Enuna caja T-25 colocar 5 mL de MEMC.

b) Descongelar un criotubo con células (es suficiente con el calor de la mano).

c) Vertir la suspension celular a la caja T-25, procurando hacerlo directamente al
medio de cultivo.

d) Resuspender por pipeteo hasta formar una suspensién celular homogénea.

e) Incubara 37°Cy 5% de CO..

f) Cambiar medio de cultivo a las 24 hrs para eliminar restos de DMSO.

Método 2

c) Enuntubo FALCON de 15 mL colocar 10 mL de MEMC.

d) Descongelar un criotubo con células (es suficiente con el calor de la mano).

e) Extraer células del criotubo vy verter al tubo FALCON. Resuspender por pipeteo.

f) Centrifugar a 1500 rpm durante 10 minutos a 4°C.

g) Eliminar el sobrenadante.

h) Resuspender el “pellet” en 5 mL de MEMC.

i) Colocar la suspensién celular en una caja T-25; Resuspender por pipeteo hasta
formar una suspension celular homogénea.

i) Incubar a 37°Cy 5% de CO..

k) Cambiar medio de cultivo cada 24 hrs.

8. Conteo celular

El conteo celular se determind por el método de exclusion del azul de tripano.

a) Tomar una alicuota de 50pL de la suspension celular.
b) Colocar 10 pL de azul de tripano en un tubo Eppendorff

c) Colocar 10 pL de la suspension de células en el parafilm y mezclar
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d)

e)
f)

Montar la camara de Neubauer.
Colocar 10 pL de la mezcla en la cdmara y observar al microscopio.
Realizar conteo de células de los cuatro cuadrantes de los extremos y sacando el

promedio se aplica la siguiente férmula:

Células por mL = (Cuenta total de células vivas + NUmero de cuadros 4x4 evaluados) x

factor de dilucion x 10x10%,

Células totales = (Células por mL X volumen total en mL, del cual fueron extraidas las

células evaluadas)

9.
a)

h)
i)
)
k)
1)

Técnica de hemaglutinacion

Obtener una muestra de sangre tipo “O” Rh “+” en tubos con coagulante citrato de
sodio al 3.8%

Marcar el volumen total de sangre en el tubo.

Centrifugar a 1800rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente.

Eliminar el suero y completar el volumen inicial con PBS.

Repetir los pasos c) y d) hasta que el sobrenadante sea traslucido.

Preparar una suspension de eritrocitos al 0.5%, segun el volumen que se vaya a
utilizar.

En una placa de 96 pozos, marcar segun las diluciones y las muestras a colocar, asi
como controles positivos y negativos.

Colocar en cada uno de los pozos a utilizar 25 pL de PBS

En la hilera control y en la segunda hilera, colocar 25 pL del virus.

Homogeneizar los pozos de la fila 2 y transferir 25 pL a los pozos de la fila 3.
Homogeneizar los pozos de la fila 3 y transferir 25 pL a los pozos de la fila 4.

Repetir la operacion hasta los pozos de la fila 10.

m) En los pozos de las filas de la 2 a la 12 colocar 25 L de PBS.

n)
0)
P)

Colocar en todos los pozos 50 pL de la solucion de eritrocitos.
Incubar durante 60 minutos a 37° C con una atmosfera de 5% de CO,.

Escanear o bien observar al microscopio para determinar el titulo del virus.

Se considerd el titulo viral a la maxima dilucién del virus en la cual se observé aglutinacion

de eritrocitos, considerando el valor correspondiente a 1 unidad hemaglutinante (UHA).
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10. Propagacion viral HIN1/A/2009 y HIN1/A/PR/8/34/

Para virus 2009 Se realizo la propagacion viral en placas de 12 pozos (Corning, NY, USA).

Usando una alicuota de virus con titulo desconocido y se titulo.

Célculos para realizar una infeccion de un MOI 0.01 para H1IN1/A/2009 y
H1N1/A/8/34

MOI 0.01 (0.01 pv/cel) en placa de 6 pozos

# pv = (MOI) (# de células a infectar )
#pv = (0.01pv/cel)(1.6 x 10° células)
#pv =0.016 pv/cel (10° células)
#pv = 0.16 pv/cel (10° células)

#pv =0.16 x 10° pv

De acuerdo al titulo viral del virus utilizado 1:256, hay 0.0976 uL de la suspension de

virus original (solucion concentrada viral), entonces se tiene que:
1 UHE= 200, 000 pv
Por lo tanto:

# pv = 200, 000 pv_= 2 x 10° pv/pL
Vol. del tit. 0.0976 pL

Para determinar cuantos microlitros de la solucion concentrada viral necesitamos

tomar para un MOI de 0.01:

uL = 0.16 x 10° pv_=0.08 L
2 x 10° pv/pL
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MOI 6 (6 pv/cel) en caja T-75

# pv = (MOI) (# de células a infectar )
# pv = (6pv/cel.) (20,000,000 células)
# pv = 120,000,000pv

#pv_ = 200,000 pv =2,049,180 pv/uL
\ 0.0976 uL

uL = 120,000,000 pv = 58.5 pL
2,049,180 pv/pL

Para el virus estacional PR se realizd la propagacion viral en placas de 12 pozos (Corning,

NY, USA). Usando una alicuota de virus con titulo desconocido y se titulo.

Célculos para realizar una infeccion de un MOI 0.01 para H1IN1/A/2009 y

H1N1/A/8/34

MOI 0.01 (0.01 pv/cel) en placa de 6 pozos

# pv = (MOI) (# de células a infectar )
#pv = (0.01pv/cel)(1.6 x 10° células)
#pv = 0.016 pv/cel (10° células)
#pv = 0.16 pv/cel (10° células)

#pv =0.16 x 10° pv
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De acuerdo al titulo viral del virus utilizado 1:128, hay 0.195 pL de la suspension de

virus original (solucién concentrada viral), entonces se tiene que:
1 UHE= 200, 000 pv
Por lo tanto:

# pv = 200, 000 pv =1025641.06 pv/uL
Vol. del tit. 0.195 uL

Para determinar cuantos microlitros de la solucion concentrada viral necesitamos

tomar para un MOI de 0.01:

L= 0.16 x 10°pv = 0.15 uL
1025641.06 pv/uL
MOI 6 (6 pv/cel) en caja T-75

# pv = (MOI) (# de células a infectar )
# pv = (6pv/cel) (20,000,000 células)
# pv = 120,000,000pv

#pv_ = 200,000 pv =1025641.02 pv/puL
V 0.195 pL

puL = 120,000,000 pv =117.00 puL
1025641.02 pv/pL
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11. Lisis celular

Solucién amortiguadora de lisis Triton X-100 0.1%

Para 100 mL
0.1 mL Triton 100X
0.1%

10 mL 10% Glicerol
0.242 g 20mM Tris

08¢ 137mM NaCl
375 uL Inhibidor de

proteasas

a) Ajustar el pH a 8.2 con el potenciometro.
b) Adicionar inhibidor de proteasas.
b) Aforar con PBS.

Protocolo para llevar a cabo la lisis celular (método de lisis quimica y congelacion —

descongelacion)

a) Recolectar el medio de cultivo y lavar la monocapa dos veces con 5 mL de PBS 1X pH
7.2.

b) Adicionar 1.5mL de Solucién amortiguadora de lisis y colocar la caja T-75 en

movimiento a 4°C durante 1 hora

c) Disgregar la monocapa celular con ayuda de un “cell scrapers” estéril y colocar la

suspension celular en tubos Eppendorff de 1.5 mL y congelar a -80°C

d) Sacar los tubos Eppendorff e incubar a 37°C hasta su descongelacion.
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e) Repetir el paso d) durante tres veces mas para favorecer el rompimiento de la membrana

celular.

f) Después de completado el ciclo de congelacion — descongelacion centrifugar a 13, 000

rpm durante 10 minutos a 4°C para remover restos celulares, y membranas.

g) Recolectar el sobrenadante y almacenarlo como el lisado celular a -80°C.

12. Cuantificacion de proteinas por BCA

A) Preparar 6 diluciones del estandar de proteina (BCA) en un rango de trabajo de 5-

250 pg/mL, utilizando como muestra blanco agua destilada. El procedimiento se

detalla en la Tabla:

Preparacion de estandares de BCA (Rango de trabajo: 20-
2000 pg/mL)
Vial Volumen de Volumen de Concentracion
diluyente (uL) BCA (uL) final (ug/mL)
A 0 300 pL de 2000
solucion
concentrada
B 125 375 uL de 1500
solucion
concentrada
C 325 325 uL de 1000
solucion
concentrada
D 175 175 pL de vial B 750
E 325 325 puL de vial C 500
F 325 325 pL de vial E 250
G 325 325 pL de vial F 125
H 400 100 pL de vial G 25
I 400 0 0 Blanco
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Preparacion de la curva estandar de BCA para la cuantificacion de proteinas totales.

a) Determinar el volumen del reactivo de trabajo (WR) necesario de acuerdo a la
siguiente formula.
Volumen total de reactivo de trabajo requerido (WR) = (# de estandares + # de
muestras) X (# de  replicados) x (volumen de WR /muestra).

b) Preparar el reactivo de trabajo mezclando 50 partes del reactivo de trabajo A con
una parte del reactivo de trabajo B (relacion 50:1 reactivo de trabajo A:B).

c) Pipetear 25 pL de estandares a los primeros pozos de la microplaca, a continuacion
agregar a los pozos subsiguientes 25 ¢ 10uL de muestra.

d) Adicionar 200 pL de reactivo de trabajo a cada pozo, incluyendo estandares;
homogeneizar en agitacion constante durante 30 segundos.

e) Incubar a 37°C durante 30 minutos

f) Enfriar la microplaca a temperatura ambiente.

g) Medir la absorbancia a 560 nm en un lector de microplaca

h) Preparar una curva estandar interpolando los valores de la absorbancia de la curva
patron y la absorbancia de cada muestra para determinar la concentracion de

proteina de cada muestra.

B) Desalado de muestra de proteinas con columnas de Cromatografia Micro Bio-
Spin™.

a) Invertir la columna varias veces para resuspender y eliminar las burbujas.
Desprender la punta y colocar la columna en un tubo de microcentrifuga de 2mL
(incluido). Quitar la tapa superior para que fluya el solucion amortiguadora,
aproximadamente 2 minutos, desechar el solucion amortiguadora drenado.

b) Centrifugar durante 4 minutos en una microcentrifuga a 1000x(G) para eliminar el
solucion amortiguadora de embalaje restante.

c) Colocar la columna en un lugar limpio en un tubo de microcentrifuga de 2 mL.
Aplicar cuidadosamente la muestra de (20-75 pL) directamente al centro de la
columna.

d) Después de cargar la muestra, se centrifuga la columna durante 4 minutos a 1.000 x
(G)
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e) Una vez centrifugada la muestra purificada Se recolecta la muestra y se realiza
cuantificacion de proteinas.

Tras la centrifugacion, la muestra purificada se colocara ahora en un solucion

amortiguadora salino de citrato de sodio (SSC) 6 de Tris. Las moléculas més pequefias que

el limite de exclusién de la columna sera retenida por la columna.

C) Separacion de proteinas por electroforesis SDS- PAGE

PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Una vez polimerizado el gel concentrador se aplica la muestra.

Las muestras deben de contener una masa proteica en torno a 25-50 pg. Como todas las
muestras tienen que tener la misma cantidad de proteina, se toma el volumen que se

necesite de cada una de las proteinas problema.

Para ello, se toman X pL de la solucion con la proteina problema y se afiade 1:1 solucion
amortiguadora de muestra. Utilizar un tubo con X pL de patrones pretefiidos de peso

molecular conocido marca BioRad Kaleidoscope™.
Mantener las muestras durante 5 minutos a 100 °C.

Retirar con cuidado el peine al gel y colocar los uL de muestra y colocar los geles en la

camara de electroforesis.

Llenar las cAmaras de electroforesis que contienen los electrodos con solucién
amortiguadora de electroforesis, de modo que entre en contacto con ambos extremos del
gel.

Conectar los cables de la cubeta a una fuente de corriente continua (comprobar la polaridad:
rojo (+), negro (-)).

Aplicar 80 V hasta que el frente (visible por la banda azul de bromofenol) entre en el gel
separador; después subir a 100 V.

Cuando el frente, se acerca al extremo inferior del gel, desconectar la corriente y sacar el
sandwich .

Separar las placas de vidrio con ayuda de una espatula y sacar el gel (usar guantes para

evitar tocar el gel con los dedos) con cuidado de no invertir su orientacion.

73



Una vez finalizada la transferencia, se tifie el gel de electroforesis mediante su inclusion en

solucion de tincion que contiene Azul de Coomassie, acido acético, metanol toda la noche.

Posteriormente, se pasa el gel a solucion de decoloracion que contiene &cido acético 10% y

metanol 10% en agua, destifiendo el gel durante toda la noche.

14.1 Preparacion de soluciones para electroforesis bidimensional (2-DE)

- Soluciones de corrida para isoelectroenfoque (IEF)

14.2  Solucion concentrada amortiguadora IPG de rehidratacion (8 M Urea, CHAPS
2%y Azul de bromofenol 0.02%0)

Reactivo Concentracion final Cantidad
Urea 8M 129
CHAPS 2% (p/v) 05¢

Azul de bromofenol al | 0.02% (v/v) 50 pL

1%

Agua destilada — c.b.p. 25 mL
desionizada (H,O DDI)

*Esta solucion puede almacenarse en alicuotas a -20°C hasta su uso.
*Antes de usar afiadir 15 mM DTT (57.5 mg) y 0.5% (v/v) de solucién amortiguadora IPG

(125 pL por cada 25 mL).

14.3  Solucién amortiguadora de equilibrio I (Tris 0.375 mM pH 8.8, Urea 6 M,

Glicerol 20%, SDS 2%, Azul de bromofenol 0.02%)

Reactivo Concentracion final Cantidad
Tris 0.375 mM pH 8.8 1.5mM 2.5mL
Urea 6M 3.69
Glicerol 30% (v/v) 3mL

SDS 2% (p/v) 0.29g

Azul de bromofenol al | 0.02% (p/v) 20 pL

1%

Agua destilada - c.b.p. 10 mL
desionizada (H,O DDI)
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*Esta solucion debe prepararse inmediatamente antes de su uso.
*Antes de usar afiadir 130 mM DTT (200 mg/10 mL).

14.4  Solucién amortiguadora de equilibrio I (Tris 0.375 mM pH 8.8, Urea 6 M,
Glicerol 20%, SDS 2%, Azul de bromofenol 0.02%)

Reactivo Concentracion final Cantidad
Tris 0.375 mM pH 8.8 1.5 mM 2.5mL
Urea 6M 360
Glicerol 30% (v/v) 3mL

SDS 2% (p/v) 0.29g

Azul de bromofenol al | 0.02% (p/v) 20 pL

1%

Agua destilada - c.b.p. 10 mL
desionizada (H,O DDI)

*Esta solucion debe prepararse inmediatamente antes de su uso.
*Antes de usar afiadir 135 Mm lodoacetamida (250 mg/10 mL).

145 Solucion concentrada de azul de bromofenol al 1%

Reactivo Concentracion final Cantidad
Azul de bromofenol 1% (p/v) 100 mg
Tris-base 50 mM 60 mg

Agua destilada - c.b.p. 10 mL
desionizada (H,O DDI)

- Soluciones para SDS-PAGE

14.6  SDS al 10%

Reactivo Concentracion final Cantidad
SDS (PM 288.38) 10% (p/v) 10 g

Agua destilada - c.b.p. 100 mL
desionizada (H,O DDI)
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14.7  Persulfato de amonio (PSA) al 10%
Reactivo Concentracion final Cantidad
Persulfato de amonio | 10% (p/v) 0.1g
(PM 288.20)
Agua destilada - c.b.p. 1.0 mL
desionizada (H,O DDI)

14.8

*Filtrar y almacenar a 4°C en la oscuridad, 30 dias maximo.

Solucién de acrilamida/bisacrilamida al 3096 (29:1)

Reactivo Cantidad
Acrilamida 145¢

N, N’"-bis-metilen- | 5 g
acrilamida (Bis

acrilamida)

Agua destilada — | ¢.b.p. 500 mL
desionizada (H,O DDI)

*Precaucion: la acrilamida es un potente neurotdxico, evitar la inhalacion y el contacto

directo con piel y mucosas. Se recomienda el uso de guantes durante su manejo.

149 Tris—HCI 1.5 M pH 8.8 (Solucién amortiguadora baja)
Reactivo Concentracion final Cantidad
Tris-base (PM 121.1) 15M 181.65g
Agua destilada — 750 mL
desionizada
HCI 6N (PM 36.46) Ajustar pH a 8.8
Agua destilada - chp. 1L

*Filtrar y almacenar a 4°C en la oscuridad, 30 dias méaximo.

desionizada (H,O DDI)
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14.10 Tris 0.5 M pH 6.8 (Solucién amortiguadora superior)

Reactivo Concentracion final Cantidad
Tris-base (PM 121.1) 05M 60.55 g

Agua destilada - 750 mL
desionizada

HCI 6N (PM 36.46) Ajustar el pH a 6.8
Agua destilada - chp. 1L
desionizada (H,O DDI)

*Filtrar y almacenar a 4°C en la oscuridad, 30 dias maximo.

14.11 Solucién amortiguadora de electroforesis (solucion amortiguadora de corrida)
(Tris 25 mM, Glicina 192 mM, SDS 0.1%) pH 8.3

Reactivo Concentracion final Cantidad
Tris-base (PM 121.1) 25 mM 30.275 g
Glicina (PM 75.07) 192 mM 144,134 g
SDS (PM 288.38) 0.1% (p/v) 10 g
Agua destilada — chp. 1L
desionizada (H,O DDI)

* Almacenar a 4°C hasta su uso. Si se observa precipitacién de los componentes, almacenar
a temperatura ambiente hasta su uso.

14.12 Gel de poliacrilamida desnaturalizante al 10% (gel separador) para tiras de
IPG de 7 cm.

Reactivo Cantidad
Acrilamida/Bis 7.5mL
Solucion amortiguadora bajo (Tris — | 18 mL
HCI 1.5 M pH 8.8)

H,0 DDI 3.96 mL
PSA 120 L
TEMED 60 uL

*Adicionar cada reactivo en agitacion constante para favorecer la polimerizacion.
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14.13 Solucién de sellado de las tiras de IPG

Reactivo Concentracion final Cantidad
Soluciéon amortiguadora | (Tris 25 mM, Glicina | 100 mL
de electroforesis 192 mM, SDS 0.1%)

Agarosa 0.5% (p/v) 05¢
Azul de bromofenol al | 0.02% (p/v) 200 pL
1%

14.14 Solucion de Azul de Coomassie R-250 (0.1% Azul de Coomassie R-250, 40%
MeOH, 10% HOACc)

Reactivo Concentracion final Cantidad
Azul de Coomassie R- | 0.1 % (p/v) 1.0 mg
250

MeOH 40% (v/v) 400 mL
HOACc 10% (v/v) 100 mL
H,O DDI cbp. 1L

*Disolver el colorante en metanol, agregando el acido acético y el agua destilada —
desionizada, filtrar y proteger de la luz.

*Se recomienda el manejo de los reactivos de trabajo en campana de extraccion para evitar
contaminacion del area de trabajo e intoxicacion por inhalacién.

14.15 Solucion de fijado y destefiido para tincion con Azul de Coomassie (40%
MeOH, 10% HOACc)

Reactivo Concentracion final Cantidad
Metanol 40% (v/v) 400 mL
Acido acético 10% (V/v) 100 mL
Agua destilada - chp. 1L
desionizada
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Primera etapa. Isoelectroenfoque (IEF)

D) Protocolo de rehidratacion de las tiras de IPG

a) Pipetear 125 uL de cada muestra en los canales de la bandeja.

//

b) Remover la cubierta protectora de las tiras de IPG empezando por el extremo acido
al basico, esto debido a que se previene el dafio a la tira en el extremo bésico, ya que

es mas sensible que el extremo &cido.

c) La tira se coloca con la parte del gel hacia abajo, sumergiéndola en la muestra

evitando la formacién de burbujas.
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d) Colocar 250 uL de la solucién de rehidratacion sobre cada tira, procurando cubrirla

por completo.

e) Cubrir la tira con 2.5 mL de aceite mineral para minimizar la evaporacion y
cristalizacion de la urea.
f) Llevar a cabo la rehidratacion de las tiras durante un periodo de 14 — 16 horas

durante toda la noche.

E) Protocolo de corrida de IEF
a) Colocar la charola de cerdmica en el equipo Protean® IEF Cell.

b) Colocar esponjas de papel filtro en cada extremo de la tira previamente hidratada en

10 pL de agua destilada.
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c) Transferir la tira de IPG con el gel de la tira orientado hacia arriba y la marca (+)

impresa en la tira orientada hacia el &nodo.

d) Cubrir cada carril con 2.5 mL de aceite mineral para evitar la evaporacion de la

muestra.
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e) Colocar los electrodos de manera que hagran contacto con las esponjas y la

plataforma del equipo.

f) Programar el corrimiento del IEF de acuerdo a las siguientes condiciones:

Condiciones de corrimiento de IEF para tiras de 7 cm, de acuerdo al INMEGEN

Paso Voltaje Modo de | Tiempo (hr)
maximo voltaje
V)

1 100 Lineal 02:00

2 300 Lineal 00:40

3 1000 Lineal 00:27

4 5000 Lineal 01:20

5 5000 Lineal 00:15

Total 11400 4.42
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Segunda etapa SDS-PAGE

F)

b)

c)

d)

9)

h)

Protocolo para la tincion de los geles SDS-PAGE con azul brillante de

Coomassie R-250

Transferir los geles a una bandeja de tincion y afiadir una cantidad suficiente de azul
brillante de Coomassie R-250 hasta cubrir completamente cada gel.

Colocar la bandeja en agitacion constante durante 1 hora.

Retirar el colorante y agregar una cantidad suficiente de solucion destefiidora (10%
HOACc, 40% MeOH) hasta cubrir completamente cada gel.

Cambiar la solucién destefiidora varias veces para acelerar el proceso de

decoloracion.

Protocolo de inmunofluorescencia para influenza A

Retirar sobrenadante del cultivo celular.

Centrifugarlo a 1500rpm por 5 min.

Lavar 2 veces con PBS

Colocar la suspension celular sobre el portaobjetos y dejar secar.

Fijar con 40uL de alcohol/acetona 50%/50% fria.

Colocar sobre cada pocillo de la lamina cubriendo el pozo, una gota con la solucion
de trabajo del anticuerpo monoclonal especifico para el virus que se desea detectar y
el control negativo (suero normal de ratén o PBS). Se debe evitar la contaminacion
entre pozos continuos.

Incubar en camara humeda a 37° C por 30 minutos. La cadmara debe estar
suficientemente hiimeda para evitar que la solucion de anticuerpos monoclonales se
seque en la lamina.

Lavar la lamina con PBS pH 7.6, primero agregando en forma de chorro y luego
lavar con PBS/tween y lavar por ultimo con PBS

Eliminar el exceso de liquido. Los pocillos deben permanecer himedos durante todo

el proceso, no debe haber liquido entre los pocillos.
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J) Colocar una gota del conjugado anti-ratén IgG - FITC. El conjugado fluorescente
no debe exponerse a la luz durante periodos prolongados.

K) Incubar a 37° C por 30 minutos en cdmara himeda

[) Lavar la ldmina con PBS pH 7.6, primero agregando en forma de chorro y luego
lavar con PBS/tween 20% y lavar por ultimo con PBS

m) Eliminar el exceso de liquido y dejar secar al medio ambiente, protegido de la luz.

n) Agregar isopropidio para tefiir el nicleo celular.

0) Agregar a la lamina la solucién de montaje que contiene Tris, glicerina y
amplificador de la fluorescencia

p) Colocar la laminilla cubreobjetos evitando se formen burbujas de aire.

g) Leer al microscopio de luz UV (Epifluorescencia) con objetivo de 40X y ocular de
10X longitud de emision de onda 520 nm. La observacion de las laminas debera
realizarse inmediatamente después de agregar la solucion de montaje, en caso

contrario guardar a -20°C
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