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INTRODUCCION

La piel representa una barrera notablemente eficaz contra las infecciones. Cuando
se produce una disrupcion de la superficie de la piel, sea accidental o
intencionalmente, el lecho de la herida puede verse invadida por un gran nimero
de organismos potencialmente patégenos, comenzando asi un proceso que puede
derivar en una infeccion clinicamente establecida.

La mayoria de los organismos patdégenos pueden persistir sobre superficies
inanimadas por meses, el contacto con estas superficies favorece la transmisién
de dichos patdgenos.

Los virus estan ampliamente distribuidos a nivel mundial, causantes de altas tasas
de morbilidad y mortalidad.

La Organizacién Mundial de la Salud estima que el Virus Sincitial Respiratorio
(VSR) es responsable de provocar 64 millones de infecciones alrededor del mundo
y 160, 000 muertes por afio mientras que alrededor del 70 al 90 % de la poblacién
adulta tienen anticuerpos para el Virus de Herpes Simplex y cerca del 40 % sufre
infecciones recurrentes. Por lo que prevenir su brote y epidemias se ha vuelto un
problema de salud publica.

Durante muchos afnos se han utilizado sustancias quimicas aplicadas en la piel,
con la finalidad de evitar infecciones. Para desinfectar areas y materiales,
generalmente se emplean soluciones desinfectantes como detergentes vy
productos clorados que suelen ser toxicos, irritantes e incluso cancerigenos por
exposicion prolongada, que no poseen efectos virucidas. EI compuesto
nanoparticulado a probar se encuentra compuesto de agentes surfactantes
anionicos e iénicos, emolientes y humectantes, con un principio activo de extractos
naturales nanoparticulado, lo que lo hace més noble con la piel, disminuyendo
efectos secundarios. Por lo que se evaluara su efecto a diferentes
concentraciones, sobre la replicacion e inhibicién de efecto citopatico (ECP) de
los virus Herpes Simplex y Sincitial Respiratorio propagados en cultivos
celulares.



ANTECEDENTES

El virus sincitial respiratorio (VSR) se encuentra ampliamente distribuido a nivel
mundial, y en los paises en desarrollo causa altas tasas de morbilidad y mortalidad
en nifos pequenos. Es muy contagioso y causa brotes agudos y epidemias. Se ha
descrito que el VSR es capaz de infectar de manera recurrente las vias
respiratorias de humanos a lo largo de la vida. A partir de los 4-5 afos de edad la
mayoria de los nifios ya han generado anticuerpos especificos contra los
antigenos del VSR 23 #.6.10.11. 12

Estudios realizados en nifios menores de seis meses muestran que el VSR es
el agente etiolégico del mayor niumero de bronquiolitis y neumonias que requieren
hospitalizacion. Las infecciones por VSR en la nifiez se han asociado a problemas
pulmonares posteriores como el asma. > * & 11:12

Ademas, el VSR ocasiona enfermedades graves en pacientes geriatricos, adultos
inmunodeprimidos, asi como también en pacientes con diabetes y cirrosis. Es
ademas asociado con enfermedades pulmonares obstructivas crénicas, donde
puede ser mortal. > '"12

CLASIFICACION

El VSR esta clasificado dentro del orden de los Mononegavirales (virus de una
sola cadena RNA de polaridad negativa, con una nucleocapside helicoidal) y
pertenece a la familia Paramyxoviridae, subfamilia Pneumovirinae.

CARACTERISTICAS VIRALES

El VSR es un virus pleomérfico de 150 a 300 nm, con genoma de RNA
monocatenario y no segmentado de polaridad negativa con 15 385 nucleétidos,
envoltura lipoproteica que la obtiene por gemacién, su nucleocapside es helicoidal
de 13.5 nm de diametro, con gradiente de sedimentacion de 50s y un peso
molecular aproximado de 5000 KD. El genoma contiene 10 RNAm, cada uno
codifica para una proteina individual, de las cuales 9 son estructurales (F, G, SH,

N, P, L y M), y dos no estructurales (NS1 y NS2), como se observa en la figura 1.
4,5,6,11,12



Ancladas a la envoltura se encuentran tres proteinas transmembranales virales (F,
G y SH). La proteina G, permite la union al receptor de la célula hospedera, esta
glicosilada y se considera necesaria para la adsorcién del virus a la célula
huésped. La proteina F, factor esencial en la infeccion y la patogenia, ya que
media la fusion de la envoltura y la membrana celular.

Es la responsable de iniciar el proceso de fusion virus-célula y célula-célula, ya
qgue induce la fusién de membranas originando sincitios. También encontramos a
una pequena proteina hidrofébica (SH) cuya funcién aun no esta clara.

Asociadas al RNA viral se encuentran las proteinas virales la de nucleocapside
(N), la fosfoproteina (P) y la polimerasa viral (L), estas proteinas constituyen
el complejo ribonucleoprotéico (RNP).

La proteina L; con 1600 a 2200 amino&cidos, con un peso molecular de 160 a 200

KD. Se ha sugerido que es la polimerasa virica. Se encuentra en baja proporcion.
4,12

La Proteina de matriz M. Interactia con la bicapa lipidica y con la nucleocapside.
Formada por 230 a 375 aminoécidos, tiene un peso molecular de 23 a 28 KD, es
la proteina mas abundante. Sus funciones principales son estabilizar la envoltura y
organizar el ensamblaje durante la morfogénesis del virion. Por su abundante
contenido de residuos basicos puede interactuar con la nucleocapside® * & 2.

La infectividad del virus es destruida por el éter, el cloroformo, la tripsina, por
cambios de pH, es termolabil y su vida media a 56 °C es de 0.5 a 2.8 minutos,
mientras que a 38° C es de 1 a 7 horas, sin embargo, es estable por varios meses
a -50 °C. Algunas sales inorganicas principalmente los cationes divalentes como
el magnesio, calcio, o la glucosa y la sacarosa protegen al virus de la inactivacién.
La densidad de flotacion del VSR en el cloruro de cesio es de 1.21 a 1.24 mg/ mL
y en sacarosa es de 1.16 a 1.26 g/mL.



Virus Sincitial Respiratorie (VIR )

Proteina de Fusién (F )

RNA Polimerasa (L)

Figura 1. Representacion esquematica del Virus Sincicial Respiratorio, donde se ilustran las proteinas de
superficie F, G y SH, asi como las proteinas estructructurales, proteina M, Proteina N y el genoma viral una
cadena de ARN de polaridad negativa. Asi mismo la bicapa lipidica que lo envuelve.’

EL ciclo de replicacién lo encontramos esquematizado en la figura 3. Donde la
replicacion se lleva a cabo en el citoplasma celular. Una vez que el virus se une al
receptor celular por la proteina G, el virién ingresa a la célula y por medio de la
proteina F, fusiona su envoltura con la membrana celular, por lo que el proceso
por el que entra a la célula se conoce como fusién. El genoma viral es liberado en
el citoplasma e inicia la transcripcién del RNA viral. Iniciando con la transcripcién
del genoma viral de cadena negativa para obtener secuencias de RNAm de 10
genes, ya que cada secuencia de RNAm codifica una sola proteina.

La transcriptasa se posiciona en el extremo 3" desplazandose a lo largo del
genoma, a partir del gen NP. Una vez que finaliza la transcripcion de genes con la
participacion de SH, NS y M, inicia la replicacion del genoma, sintetizando
cadenas positivas de RNA completas, que serviran como plantillas para la
replicacion de RNA gendmico. Las cadenas negativas de RNA recién sintetizadas
interactuan con la proteina NP y la transcriptasa del viridn y luego con la proteina
M. Las proteinas pasan al aparato de Golgi para glicosilarse y posteriormente
migran a la membrana celular, mientras las demas proteinas y el genoma se van
ensamblando y migrando hacia la superficie, para unirse a las glicoproteinas. Una
vez ensamblados los virones recién sintetizados son liberados de la célula
infectada por gemacién de la membrana plasmatica. Posteriormente se lleva a
cabo la union célula-célula, por lo que no es necesario que los viriones recién
sintetizados salgan al medio extracelular.



Adisnrcion Fi e « NP o=° M

Traduwecidn

e
AT, B ) B a

% \ . S
Ve X A o =7
f g 1\ v S T pecion
| JI \ W LUISTHRL
L% o jiR 1) Foa celmia=-conmin
Ty = A ey, -
T T Fa g
A & = P
AW } -~ b
il 6L -
stasrniocy P = & =,
LT - I Vi BN
A =N
s FRT L S "\
L ek i L ™,
Rl SO e A AN
|2 TN G .
S ] L "=
! P4
Fusidn de T T Exprorn e e slivops ol eimas
mambranac “‘""—-._T R de membransa

Figura 2. Proceso de replicacion del VSR, 1) Union de la proteina G al receptor celular, 2) El virus ingresa a
la célula por fusion de la membrana celular y la viral, 3) EI genoma viral es liberado en el citoplasma celular
4)Inicial la replicacion del genoma viral, 5)Inicia la transcripcion de los genes 6)Traduccion de proteinas virales
7) Ensamblaje, 8)Exporte de glicoproteinas de membrana, 9)Liberacion de viriones , 10) Fusién célula- célula
por medio de la proteina F.*

PATOGENIA DE LA INFECCION RESPIRATORIA

La transmisién se lleva a cabo a través de secreciones respiratorias en forma de

particulas, asi como contacto directo con manos, fémites y via ocular. ' 34 9 10
11,12

El VSR se disemina por las vias respiratorias superiores tras el contacto con
secreciones infectantes. La infeccidén parece confinarse al epitelio respiratorio, con
afeccién progresiva de las vias respiratorias medias e inferiores. Después de un
periodo de incubaciéon de dos a cinco dias, el virus se replica en nasofaringe,
ocasionando infecciones respiratorias agudas de vias altas como resfriado,
faringitis, donde puede quedar limitado. Sin embargo el virus puede llegar a vias
bajas por arrastre o por su capacidad de fusion de membranas celulares, ya que
puede pasar de célula a célula. + 10112

El dano ocasionado por este virus se localiza principalmente en bronquios,
bronquiolos y alvéolos pulmonares. Este consiste en necrosis de células y fibrina,
lo que ocasiona taponamiento de vias respiratorias pequefas con material que
contiene moco. Dado que las vias respiratorias de los lactantes son de diametro
pequeno, ocasiona obstruccién a diferentes grados de los bronquiolos, lo que
ocasiona colapso pulmonar.® %1011



CUADRO CLINICO

El periodo de incubacion de este virus es de cuatro a cinco dias. La primera
infeccidn se presenta en los seis primeros meses de edad, inicia con escurrimiento
nasal, tos, estornudos, faringitis, malestar general y fiebre. Esta forma clinica
puede resolverse o evolucionar a bronquitis, bronquiolitis o neumonia, con
presencia de rinorrea, disnea, taquipenia, sibilancias y cianosis. La infeccién es

rara vez asintomatica. Con alta frecuencia es necesaria la hospitalizacién. > "+ & %
10, 11

La bronquiolitis es la enfermedad mds comun causada por este virus. El dafo es
localizado en los bronquiolos, con lesién de epitelio bronquial y alveolar, con
edema de mucosa e hipersecrecion, por lo que conlleva a la obstruccién bronquial
difusa e hiperinsuflacién pulmonar. 2

La severidad de la enfermedad es mayor en nifios con cardiopatias, patologia
respiratoria congénita, prematuros, displasia broncopulmonar e
inmunocomprometidos. La mortalidad es alta. En los pulmones de nifios fallecidos
de muerte subita se ha identificado al VSR con frecuencia, razén por la cual se le
ha asociado al sindrome.

TRATAMIENTO

El tratamiento farmacolégico utilizado es la ribavirina (1- «<-D-ribofuroranosil-1-2-4-
triazol-3-carboxamida) es un nucledétido sintético. Su administracion es en aerosol
en pequenas particulas de 1.3 um de didmetro, no se ha observado efectos
toxicos, pero tampoco efectos benéficos. Actualmente se realizan ensayos en
modelos animales con la 2-deoxi-D-glucosa la cual inhibe al virus en cultivos
celulares pero no se ha observado éxito. Se ha comprobado que el VSR es
sensible al interferon alfa como el gamma los cuales inhiben su proliferacién. 2

La lactancia materna parece conferir cierto grado de proteccién, pues se ha
detectado en el calostro una gran actividad neutralizante contra el VSR que se
debe a la presencia de IgA secretora y del interferon alfa. *'" 12

El salbutamol puede emplearse como farmaco inicial, debido a la gran mejoria que
presentan los nifios después de su administracién, su baja toxicidad y féacil
empleo, éste se utiliza por via inhalatoria, con aerosol de dosis media de 100ug lo
cual equivale a un disparo. Con el uso de corticoesteroides no se ha observado
mejoria en el estado de salud del paciente. ' 2

10



PREVENCION

Para prevenir la infeccion se han desarrollado algunas vacunas, que hasta el
momento no han sido efectivas y al contrario con una de ellas se incremento la
severidad de la enfermedad. Con otras vacunas al igual que la infeccion natural,
no se ha logrado inducir una proteccién por lo que las epidemias anuales, y la
:1einfeccién en nifos pequefos sigue siendo la principal causa de hospitalizacién.

Entre las vacunas que se han usado se encuentran:

e Vacuna de virus inactivado con formalina y concentrado, programada para
la administracién parenteral. '* 12

e Vacuna de virus mutantes, sensibles a la temperatura, administrada por via
intranasal. 12

e Vacuna recombinante donde se usa como vector el virus de la vaccina.

e Vacunas de virus atenuados, en la cual se reemplaza algunos fragmentos
de las glicoproteinas F y G, tanto de los grupos A Y B. Induce inmunidad
local y circulante. Infectan e inmunizan en presencia de anticuerpos
maternos. Puede aplicarse en mltiples dosis. '

11,12

Actualmente se esta empleado un tratamiento profilactico con Anticuerpo
monoclonal de VSR humanizado (Palivizumab) contra la proteina de fusion del
VSR. Se administra via intramuscular a nifios pequefos con riesgo de infeccion
severa, siendo la dosis de 15 mg/kg de peso corporal/mes (durante 5 meses
consecutivos), su uso no presenta efectos secundarios.® ' "Otro recurso es el
uso de inmunoglobulina policlonal hiperinmune, obtenida de donantes con titulos
elevados de anticuerpos neutralizantes contra el VSR.

11



VIRUS HERPES SIMPLEX TIPO |

La mayoria de los virus humanos responsables de los cuadros de infeccion son de
tipo DNA y se contraen durante la infancia o adolescencia, a través del contacto
directo con las lesiones, sangre, saliva o secreciones genitales. Los herpes virus
son de tipo DNA importantes en patologia oral, erupciones en piel y mucosas; y
adquieren especial importancia cuando afectan a individuos infectados con VIH o
sujetos con cuadros de inmunosupresion.

CLASIFICACION

El virus de Herpes Simplex tipo | (VHS-I) esta clasificado dentro del orden de los
Herpesvirales, y en la familia Herpesviridae que son virus de DNA bicatenario
envueltos, con una capside icosaedrica. La familia Herpesviridae contiene a su
vez tres subfamilias que se clasifican de acuerdo a su homologia, organizacién del
genoma Yy rango de huésped. Las tres subfamilias son: Alfaherpesvirinae,
Betaherpesvirinae, y Gammaherpesvirinae. Dentro de |la familia Alfaherpesvirinae
encontramos al virus del Herpes Simplex tipo |.

CARACTERISTICAS VIRALES

El virus del Herpes Simplex tipo | mide aproximadamente entre 150 y 250 nm. El
material genético de los herpes virus consiste en una cadena doble de DNA lineal,
pero que se cirulariza inmediatamente tras ser liberado de la capside en el nucleo
de la célula infectada, esta dividido en dos fragmentos U_y Us. Ambos fragmentos
estan franqueados por segmentos de DNA repetitivo, pero invertidas
(palindromicas), que permiten que eventualmente el virus pueda unirse por esas
secuencias formando una estructura circularizada. Tiene una tamafo aproximado
entre 120 y 230 kpb, dependiendo de las consecuencias repetitivas internas y
terminales que pueda tener el virion. El contenido de bases de Guanina +
Citocina, puede ser de setenta y cinco por ciento.

Tegumento
Muslsacdpelda

Complaja de
Gllcoprotenas

Figura 3. Esquema de la estructura del Virus del Herpes Simplex tipo 1.2
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El core: contiene al DNA viral que en algunos casos esta asociado a una
estructura proteinica.

La capside es una de las estructuras caracteristicas de todos los herpes virus,
con 100 nanémetros de diametro y 162 capsdémeros, tanto pentaméricos como
hexameros, normalmente constituida a partir de 6 proteinas.

El tegumento, es una estructura de apariencia amorfa, se localiza entre la capside
y la envoltura, es de grosor variable. El cual contiene al péptido VP-16 (Viral
Protein), importante por su participacién en la replicacion viral.

La envoltura se encuentra cubriendo a las estructuras anteriores, presenta una
naturaleza lipidica, pues proviene de las membranas celulares parcialmente
modificadas. La envoltura contiene 11 diferentes proteinas virales (glicoproteinas)
de 8 nm de tamano, de las cuales las mas importantes son: gB, gC, y gD, cuya
funcion es reconocer e interactuar con su receptor celular, mientras que gG,
permite el diagndstico diferencial al ser diferente a la presente en VHS Il. La
naturaleza lipidica de la envoltura correlaciona al virbn con la sensibilidad a
solventes de lipidos y detergentes.

CICLO DE REPLICACION HERPES
SIMPLEX
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Figura4. El ciclo de replicacién inicia con la fusion de la membrana viral con la membrana celular por medio de
receptores celulares de glicoproteinas virales, de esta manera penetra la nucleocapside al citoplasma celular,
la nucleocépside se une a la membrana nuclear, en el nicleo inicia la replicacion y transcripcion viral,
produciéndose los genes a, B, y, posterior ocurre el ensamblaje, liberacion al C|toplasma glicosilacion de
proteinas en el reticulo endoplasmico , para su posterior liberacion al exterior de la célula."”
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Inicialmente la glicoproteina B (gB) y la glicoproteina C (gC) interaccionan con
proteoglicanos de la superficie celular como el heparan sulfato y el condroitin
sulfato. A esta unidn inicial le sigue la interaccion de la glicoproteina D viral con
algunos correceptores celulares pertenecientes a tres subfamilias de moléculas
como son; receptores del Factor de Necrosis Tumoral (TNF), ahora identificados
como HVEM (Mediador de Entrada del Herpes Virus), otro grupo de correceptores
es de la familia de las inmunoglobulinas (Nectina 1a 1B) y por ultimo el grupo del
3- O heparan sulfato. La entrada del virus se produce por fusion de la membrana
viral con la membrana celular.

Una vez dentro de la célula la nucleocapside es transportada hasta los poros
nucleares con ayuda del citoesqueleto celular, y el DNA viral es liberado en el
nucleoplasma. El genoma viral entra acomparado por proteinas del tegumento, a
TIF, presente en 500 de cada 1000 copias. La otra proteina del tegumento, es la
vhs o UL41 (Viribn Host Shut Off) que se queda en el citoplasma, donde ocasiona
la degradacion de RNA mensajeros tanto celulares como virales, para permitir al
HSV apoderarse totalmente de la maquinaria de sintesis de proteinas y aumentar
la eficiencia en la produccion viral.

El DNA viral se circulariza gracias a secuencias repetitivas y es transcrito por la
RNA polimerasa celular tipo Il, en varios ciclos. La sintesis de proteinas es
regulada en el tiempo, apareciendo tres tipos sucesivos de proteinas en las
células; genes inmediatamente tempranos (genes a), genes tempranos (genes B)
y genes tardios (genesy).

Los genes a, son proteinas reguladoras, codifican los factores de transcripcion que
median la RNA polimerasa del hospedero y el reconocimiento de promotores para
la sintesis de los genesp.

Los genes B codificaran a la polimerasa viral y otros factores requeridos en la
replicacion del genoma. Las otras proteinas tempranas que puede codificar el
virus, estan involucradas en incrementar la fuente de desoxirribonuleotidos y
enzimas de reparacion de DNA. La replicacién del DNA viral se lleva a cabo por un
mecanismo denominado circulo rodante. Con este proceso se producen grandes
concatameros los cuales son cortados en la encapsidacién. '2 131415

Los genes gamma son los encargados de la produccidn de proteinas
estructurales.

El ensamblaje se produce en el nicleo. Los genomas concatenados generados
por el mecanismo de circulo rodante, se cortan en monémeros y se empaquetan
en capsides preformadas, que contiene la proteasa viral, factores de transcripcion
para la expresion de los genes a en la infeccién de la siguiente célula, asi como
los genes UL26 (proteinas de plataforma). La capside se une a la membrana
interna nuclear y antes de pasar al espacio internuclear adquiere la membrana.
En el transito adquiere las proteinas del tegumento a TIF y vhs, asi como su
envoltura definitiva la cual contiene las glicoproteinas virales.

14



La eficiencia de la produccién de particulas virales aparentemente es baja, ya que
solo el 25 % del DNA y proteinas sintetizadas son incorporados para la produccion
de virones. El resto se acumula dentro de la célula. La salida de los viriones
puede ser por lisis 0 por fusién con membranas de células sanas. % 1314 1>

PATOGENIA

La infeccion primaria generalmente es asintomatica, aunque pueden presentarse
lesiones vesiculares. El virus inicia la infeccién en las membranas de las mucosas,
se replica en las células muco-epitelilales originando infeccién litica y se disemina
a las células adyacentes y neuronas que inervan el sitio donde se inicidé la
infeccion aguda. La infeccién latente en la neurona no produce dafo aparente,
pero diferentes estimulos la pueden reactivar. Una vez reactivado, el virus se
multiplica, viaja a lo largo del nervio en forma centrifuga y ocasiona lesion en la
terminal del nervio, por lo tanto todas las recidivas se producen en el mismo sitio.
La expresion del genoma se requiere para la reactivacién, pero no para el
establecimiento de la latencia. EI mecanismo para el establecimiento de latencia
se desconoce, sin embargo, se piensa que para la expresién del genoma se
requiere una proteina celular, tan es asi que no en todas las estirpes celulares
establece latencia.

El tipo de infeccidbn que resulta depende del estado inmune del individuo; los
sujetos susceptibles desarrollan infeccion primaria después de la primera
exposicion al virus. El virus se transmite por diferentes vias e infectan diferentes
sitios del cuerpo.

La infeccion por VHS-1 puede originar cuadros clinicos de variada severidad, que
oscilan desde la gingovoestomatitis, herpes labial, panadizo herpético, meningitis,
encefalitis con alta mortalidad y overanitis herpética que a su vez puede originar
ceguera.

El VHS-1 en ubicacién oral se transmite por saliva, por compartir vasos, cepillos
de dientes y en otras partes del cuerpo se debe a contacto del virus con la piel, se
autotransmite con frecuencia, principalmente a los ojos.

La posibilidad de que VHS | establezcan infecciones latentes con recidivas

asintomaticas favorece su transmision, ya que un individuo infectado puede ser
transmisor durante toda su vida.
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LATENCIA

El mecanismo para el establecimiento de latencia se desconoce, sin embargo, se
piensa que para la expresion del genoma se requiere una proteina celular, tan es
asi que no en todas las estirpes celulares establece latencia. Las neuronas donde
se establece primariamente la latencia residen en el ganglio sensorial, aunque
existe evidencia de virus latente en el sistema nervioso central.La transcripcién de
una porcién restringida del genoma ocurre durante la latencia, siendo dirigida por
un solo promotor generando RNAs nucleares que se han designado como
transcriptos asociados a latencia, cuya funcién aun no esta definida.

TRATAMIENTO

Las estrategias terapéuticas para el manejo de recidivas de VHS se manejan de
dos formas: terapia episédica y terapia supresora.

La terapia episddica se pone en practica cuando se presentan sintomas de un
brote, es recomendable para personas con recidivas infrecuentes o leves. Los
antivirales penetran en las células actuando como analogos de los nucleétidos y
se unen a la timidincinasa viral, resultando en su fosforilacion, posteriormente son
nuevamente fosforilados por enzimas celulares y compiten con los nucleétidos
para unirse a la ADN polimerasa viral, provocando una inactivacién de la enzima y
una reduccion de la replicacion viral. Se han descrito cepas deficientes en
Timidincinasa, las cepas denominadas TK, en las que estos antivirales no actian y
deben ser reemplazados por otros.

El Aciclovir en particular es un analogo aciclico de la guanosina que inhibe la
accion de la DNA polimerasa viral, al ser un inhibidor competitivo de la
guanosintrifosfato. Tras la ingesta oral se fosforila inicialmente por la timidincinasa
viral, posteriormente por las cinasas celulares a Aciclovir trifosfato, que se une a la
DNA polimerasa viral, inhibiéndola y actuando como finalizador de la cadena de
DNA.

La principal limitaciéon del acliclovir (20%) es su baja biodisponibilidad, por lo que
es necesario administrarlo en dosis frecuentes a lo largo del dia. El valaciclovir es
un profarmaco del Aciclovir con mucha mayor biodisponibilidad (65%). El
famciclovir es un profarmaco que tiene como metabolito activo el penciclovir, que
es un analogo aciclico de la guanosina. Sufre un proceso similar al del Aciclovir,
inhibiendo a la DNA polimerasa viral, bloqueando la replicacion viral. El
penciclovirtrifosfato posee una vida media intracelular mucho mas prolongada que
el Aciclovir trifosfato, ya que persiste de 10 a 20 horas. El famciclovir posee una
biodisponibilidad del (75%).
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Sin tratamiento las lesiones suelen curar espontdneamente en menos de 4
semanas, con el uso de farmacos antivirales, se consigue una recuperaciéon mas
rapida, atenuando sintomas, y reduciendo el nimero y tiempo de recidivas. Hasta
la fecha no existe un farmaco para la erradicacion definitiva de la infeccién por
VHS 12, 13,14 15.

PREVENCION
Evitar el contacto con secreciones de lesiones, es la mejor profilaxis.

No existen vacunas disponibles contra el VHS. Esto se debe a que no podrian
usarse vacunas con virus inactivos, tampoco es posible con virus atenuados, ya
que es peligros inyectar con virus latentes debido a que presenta propiedades
oncogénicas in vitro, y porque no se conoce a perfeccion el mecanismo de
latencia. Las vacunas preparadas por ingenieria genética utilizando solo algunos
antigenos virales estan aun en fase de experimentacion, pero es muy complejo
inducir cualquier tipo de respuesta inmune.
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ANTISEPTICOS Y DESINFECTATES

Los antisépticos son sustancias quimicas que se aplican sobre tejidos vivos, con
la finalidad de destruir, inhibir el crecimiento o infeccidbn por microorganismos
patdgenos. Son sustancias de uso estrictamente externo. Deben responder a un
doble criterio de inocuidad y eficacia. Su objetivo es eliminar microorganismos
presentes en la piel sin alterar las estructuras.

Un desinfectante es un agente quimico que se aplica sobre las superficies o
materiales inanimados, para destruir los microorganismos y prevenir infecciones.
Los desinfectantes no tienen capacidad selectiva.

Se han realizado considerables progresos en el conocimiento de los mecanismos
de accion antibacterianos de los antisépticos y desinfectantes, pero existen
escasos estudios sobre el mecanismo de accién de los antisépticos contra
hongos, virus y parasitos.

Los desinfectantes y antisépticos actuan con tres mecanismos béasicos de accién:
Capacidad de coagular y precipitar proteinas, alterar las caracteristicas de
permeabilidad celular, y toxicidad o envenenamiento de los sistemas enzimaticos.

FACTORES QUE AFECTAN LA POTENCIA DE LOS ANTISEPTICOS Y
DESINFECTANTES.

e Concentracion del agente y tiempo de actuacién. Existe una estrecha
correlacién entre la concentracion del agente y el tiempo necesario para
eliminar una determinada fraccién de microorganismos. Si se modifica la
concentracion se provocan cambios en el tiempo para lograr un mismo
efecto.

e EL pH afecta al grado de ionizacién del agente, las formas ionizadas de
los agentes disociables pasan mejor a través de las membranas biologicas
y por lo tanto son mas efectivos.

e Normalmente al aumentar la temperatura aumenta la potencia de los
desinfectantes.

e La potencia del antiséptico o desinfectante dependera de la especie y tipo
de agente microbiano, presencia capsula, esporas u otros factores de
virulencia, asi como el niumero de microorganismos.

e La presencia de materia organica como sangre, suero o0 pus afecta
negativamente la potencia de los antisépticos de tipo oxidante, como los
hipocloritos y de tipo desnaturalizante de proteinas hasta el punto de
hacerlos inactivos. 117 18
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TIPO DE AGENTE MICROBIANO

Las bacterias, hongos, virus, parasitos, poseen estructuras y una composicion
quimica diferente. Por lo tanto la accién toxica va a ser selectiva y diferencial.

Las bacterias, son faciles de destruir por la gran mayoria de los antisépticos
quimicos. Las micobacterias y otros bacilos acido- alcohol resistentes no son
sensibles a compuestos acuosos, pero son sensibles jabones con alto grado de
fenol.

Los hongos son mas resistentes a desinfectantes comunes como los compuestos
clorados, yodo, cristal violeta, y compuestos mercuriales. Algunos compuestos de
amonio cuaternarios poseen gran actividad antifungica.

La accion virucida de estos compuestos quimicos esta menos definida, el yodo,
el cloro, el glutaraldehido y formaldehido parecen ser los agentes mas activos
contra los virus. Los solventes organicos tales como el éter y el cloroformo se
utilizan algunas veces para inactivar virus con envoltura. En cuanto a sensibilidad
los virus desnudos son menos sensibles a los agentes quimicos.

Los agentes patdogenos mas resistentes a los desinfectantes y antimicrobianos con
los priones, virus desnudos y de pequeno tamano, esporas microbianas, las
micobacterias y esporas de hongos.

CARACTERISTICAS DE UN ANTISEPTICO Y DESINFECTANTE IDEAL

ANTISEPTICO:

e Amplio espectro de actividad. Sobre bacterias, virus, hongos y parasitos.

e Bajo costo.

e |nocuo para los tejidos.

¢ No toxico.

e Rapidez y eficacia en la materia organica.

e Baja capacidad para generar resistencia.

e No ser irritante, ni sensibilizante.

e Compatible quimicamente con otras sustancias.

e [Estable por varios meses en sus preparados comerciales, y permanecer
activo.

e Qué posean accién residual del agente quimico. Es la propiedad de
permanecer activo en el sitio y zona de aplicacion.

e Presentar una baja tension superficial para penetrar facilmente.

e Actividad en soluciones acuosas.

e No perder actividad por temperatura o pH.
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DESINFECTANTES

e Germicida de amplio espectro.
e Bajo costo.

e No corrosivo, no alterar objetos.
e Baja toxicidad.

e Amplia accién.

e Disponibilidad.

e No generar resistencia.

e Soluble en agua.

e Estabilidad conveniente.

e Sin olor desagradable.

USOS DE LOS ANTISEPTICOS Y DESINFECTANTES.

Los antisépticos y desinfectantes estan destinados para:

e Prevenir infecciones intrahospitalarias, disminuir el impacto econémico de
las infecciones intrahospitalarias por el uso de productos de alto costo.

e Disminuir la colonizacidén por microorganismos.

e Preparacion de la piel para procedimientos invasivos

e Para la atencién de pacientes imnunosuprimidos o con muchos factores de
riesgo de infecciones.

e Posterior a la manipulacién de material

e Lavado quirurgico de las manos

e Preparacion preoperatoria de la piel.

Los antisépticos y los desinfectantes son usados ampliamente en los hospitales y
otros centros del cuidado de la salud. Son parte esencial de las practicas del
control de la infeccion y ayudan a la prevencion de las infecciones nosocomiales.

El uso de antisépticos en heridas abiertas es la prevencion y tratamiento de
infecciones y por consiguiente incrementar el proceso de curacién de heridas. Los
microorganismos patdégenos retardan la curacion de las heridas, a través de
mecanismos tales como la persistencia de la produccion de los mediadores
inflamatorios, desechos metabdlicos, toxinas y el mantenimiento del estado de
actividad de los neutréfilos, los cuales producen enzimas citoliticas y radicales
libres de oxigeno. Por tanto el objetivo primario del cuidado de una herida a es la
creacién de un medio ambiente optimo, para el proceso de curaciéon de una herida.
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NANOTECNOLOGIA

Es la ciencia dedicada al estudio, disefio, creacion, sintesis, control, manipulacién,
y aplicacién de materiales aparatos y sistemas funcionales a una nano escala, es
decir a una milmillonésima parte de un metro (10°) y por lo tanto permite
manipular de forma individual, atomos y moléculas.

Al manipular la materia entre 1 y 100 nanémetros modifica sus propiedades fisicas
y quimicas: la conductividad eléctrica, el color, la resistencia o elasticidad entre
otros.

La nanotecnologia puede aplicarse de 5 formas distintas:

e Particulas con estructura simple.

e Sistemas combinados de particulas (sistemas)

e Estructuras con dos dimensiones (superficies)

e Estructuras sumamente complejas, equipadas con unidades mecanicas,
quimicas y eléctricas (nanodispositivo)

e Procedimientos y métodos

La nanomedicina es una rama de la nanobiotecnologia con aplicaciones directas
en medicina, que permiten el estudio, diagnostico, prevenciéon y tratamiento de
enfermedades, a nivel celular o molecular.

La nanomedicina agrupa tres areas principalmente: biofarmacia, diagnéstico y
medicina regenerativa. Donde el nanodiagnostico consiste en el desarrollo de
sistemas de andlisis y de imagen para detectar una enfermedad o mal
funcionamiento celular en los estadios mas tempranos posibles tanto “in vivo”
como” in vitro”.

La nanoterapia pretende dirigir sistemas activos que contenga elementos de
reconocimiento para actuar, transportar y liberar medicamentos exclusivamente en
células o zonas afectadas, a fin de lograr un tratamiento mas efectivo,
minimizando los efectos secundarios. En tanto la medicina regenerativa tiene
como objetivo reparar o remplazar tejidos u 6rganos dafiados mediante la
aplicacion de herramientas nanotecnoldgicas.

Los nanomateriales son muy diversos en su naturaleza quimica, fisica y
biologica. Tienen propiedades muy diferentes de sus homoélogos a gran escala
debido a su elevado cociente area/superficie, fuerza/peso, y a la aparicion de
efectos cuanticos.
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Los nanomateriales se clasifican de acuerdo al nimero de dimensiones.

e Una dimensién: peliculas, capas y banos de superficie.

e Dos dimensiones: nanotubos, nanocables, nanoporos, nanofibras vy
biopolimeros.

e Tres dimensiones: Fullerenos, dendrimeros y Nanoparticulas.

Nanoparticulas son particulas esféricas con didmetro entre 0.1 a 100 nanémetros.
En comparacion con particulas del mismo material pero diferente tamario, tienen
nuevas propiedades relacionadas con su tamarno.

Para terapia podemos encontrar sistemas liberadores de farmacos que permiten
mejorar la liberacién de principios activos con problemas para acceder al lugar de
accion, Nanoparticulas con principios activos e implantes activos.?®2*

Las nanocéapsulas, nanoparticulas, nanoesferas, dependiendo de su preparacion
pueden presentar diferentes propiedades y métodos de liberacion.

Nanoparticulas inorganicas, como la albumina, la silicona y la titania puede unirse
a principios activos protegiéndolos de la desnaturalizaciéon por el pH estomacal y
la temperatura.

Dendrimeros: Son capaces de encapsular agentes terapéuticos en sus cavidades
internas, asi como en los grupos externos que posee.

Nanovainas: consisten en una capa de silicio rodeadas de algun conductor
metalico, como el oro. Estas particulas pueden ser disefiadas para absorber o
dispersar la luz en gran parte de las regiones visible o infrarroja del espectro
electromagnético. Estas moléculas son facilmente conjugadas con otras
biomoléculas o anticuerpos. 2324
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LIBERACION CONTROLADA DE FARMACOS

La nanomedicina se a propuesto disenar estructuras que transporten el farmaco
hasta la zona dafada y solamente cuando han reconocido esa zona lo liberen
como respuesta a un cierto estimulo. Para ello es necesario la previa
encapsulacién o inactivacion de los farmacos para que no actien en su transito
por el cuerpo hasta llegar al lugar afectado, de forma que mantengan intactas sus
propiedades fisico-quimicas y que se minimicen posibles efectos secundarios en
otras zonas del cuerpo. 2#2°

Una vez que el farmaco ha llegado a su destino debe liberarse a una velocidad
apropiada, para que sea efectivo, lo cual puede lograrse mediante una variacién
de ciertas condiciones en la zona dafiada o mediante un control preciso de la
degradacion del material encapsulante, permitiendo que la liberacion del farmaco
sea controlada.

Dentro de las estructuras para la administracion encontramos nanocapsulas,
nanoparticulas, dendrimeros, liposomas y micelas. La nanotecnologia permite que
la liberacién del farmaco sea minimamente invasiva ya que estos nanosistemas
pueden atravesar poros y membranas celulares.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las infecciones por los virus Herpes Simplex tipo | y virus Sincitial respiratorio son
un problema de salud publica en nuestro pais igual que a nivel mundial, causando
altas tasas de morbilidad y mortalidad. Estudios realizados en nifios menores de
seis meses muestran que el VSR es el agente etiologico del mayor numero de
bronquiolitis y neumonias que requieren hospitalizacién, mientras que el VHSI es
principal causante de patologias en la piel y mucosas. Por lo que evitar su
transmisién se ha vuelto un reto y una necesidad. El principal tratamiento
profilactico es desinfectar areas, materiales y superficies, donde se emplean
generalmente detergentes y soluciones que llegan a ser toxicos contaminantes e
incluso cancerigenos, que ademas no poseen efectos virucidas.

El compuesto nanoparticulado a probar se encuentra compuesto de agentes
surfactantes anionicos, emolientes y humectantes, ademas un principio activo de
compuestos naturales, lo que lo hace mas noble con la piel y el medio ambiente
por ser totalmente biodegradable, ademas al encontrarse en tamano nano difiere
de los materiales homdlogos a gran escala debido a su elevado cociente
area/superficie, fuerza/peso, el cual es su principal ventaja.

Se determinara la concentracién letal 50 del compuesto nanoparticulado,
posteriormente se probara su efecto sobre la inhibicién de la replicacion y efecto
citopatico de los virus VHSI y VSR, a diferentes tiempos.

HIPOTESIS

Se espera que al usar el compuesto nanoparticulado a la concentracién de la
CL50 se inhiba la replicacién y efecto citopatico de VHSI y VSR en el menor
tiempo de contacto posible.

OBJETIVO GENERAL. Determinar el efecto inhibitorio del compuesto
nanoparticulado sobre la replicacién del virus sincitial respiratorio y Herpes simplex
tipo |
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OBJETIVOS PARTICULARES.

Determinacién de CL50 en células MK2 y VERO por el método de MTT.
Establecer el tiempo minimo a la cual el compuesto nanoparticulado inhibe
la replicaciéon del VSR en células MK2.

Verificar la presencia de antigenos virales en células MK2 infectadas con el
VSR previamente tratado con nanoparticulas

Establecer el tiempo minima al cual el compuesto nanoparticulado inhibe la
replicacion del virus de Herpes simplex tipo | en células VERO

Verificar la presencia de antigenos virales en células VERO infectadas con
el virus de Herpes simplex tipo | previamente tratado con nanoparticulas.

MATERIALES BIOLOGICOS

v Virus Sincitial Respiratorio (VSR): cepa Long (ATCC VR-26 American
type Culture Collection, Rockville, MD; USA).

v Virus del Herpes Simplex tipo I: cepa Long (ATCC)

v" Linea celular: linea celular MK2 ATCC CCL-7 (aislada de rindn de mono
rhesus) y la linea celular VERO ATCC CCL-81 (rindn de mono verde
africano1962).

REACTIVOS Y SOLUCIONES

v Solucioén stock de MTT. EI MTT (Sigma) 5 mg/ mL de agua desionizada y
posteriormente se esteriliza por filtracién. Almacenado con aluminio en
frasco ambar debido a su sensibilidad a la luz y a una temperatura de 4 °C
hasta por seis meses en refrigeracion.

v HCI 1.0 M (MERCK)

v' 200 mL Isopropanol: acido clorhidrico (25:1). Preparado con 192 mL de
isopropanol (MERCK) y 8 mL de acido clorhidrico 1.0 M (MERCK).

v MEM 10X : Medio Esencial de Eagle con sales de Eagle con L-glutamina,
con aminoacidos no esenciales y sin bicarbonato de sodio, el cual se
anadira por separado.

v Antibiético: Antibiético-Antimicético 100X (marca IN VITRO S.A).
Compuesto de penicilina 10 000 pg/ mL, Estreptomicina 10 000 pg/ mL y
Anfotericina B,D 25 pg/ mL.

v" Suero fetal bovino: Libre de Endotoxinas, Micoplasmas y virus, O.1m
estéril por filtracion.

v" Trypsina 0.25m yerseno al 0.1 %: En solucién salina de fosfatos sin iones

calcio (Ca ?*), sin iones magnesio (Mg?*), para uso en cultivo de tejidos.

25



EQUIPOS

Ultracongelador. Marca revco, modelo, ULT2186-9, serie 410P219918-48.
Gabinete. Marca sterilgard Ill, modelo SG-305, serie 105268.

Centrifuga beckman. Modelo J-6 centrifuga, serie 14646242131.
Incubadora. Marca precision, modelo188, serie 23ATS3.

Incubadora de co,. Marca sanyo, modelo MCO14AC1, serie 412431.
Microscopio. Marca Zeus, modelo primo vert, serie 3844000701.
Campana de extraccion. Marca labcono, modelo 29241000, serie
120778200.

Refrigerador. Marca whirpool, modelo W18029, serie v544025240.
Balanza analitica. Marca sartorius, modelo 1601, serie 2404055.

Balanza granataria. Marca ohaus, serie 050081.

Espectofotometro multivol. Marca biotek, modeloepoch, serie 242133.
pHmetro. Marca beckman, modelo 41, serie 20024.

Esterilizador para laboratorio de va. Marca turrnaver, modelo 2859EL,
serie 1008074. )

AGITADOR MAGNETICO. marca salbot, modelo 25-01, serie 1664.

ASANENENENENRN

ASANENENENEN

(\

METODOS
CULTIVO CELULAR

En cajas de 25 cm? descongelar viales con 1mL de células de las lineas celulares
a trabajar, agregar 4ml de MEM incompleto 1X y 10 % de suero fetal bovino.
Incubar a 37 °C y una atmosfera de 5% de CO.. Al alcanzar una confluencia de 70
% proceder a dividir la monocapa celular en dos cajas anadiendo 10% de tripsina
el tiempo necesario hasta observar el desprendimiento celular, posteriormente
anadir 10 % de suero fetal bovino para detener el proceso de tripsina, por ultimo
anadir 4mL de MEM 1X incompleto. Incubar a 37°C, con una atmosfera de COs.
Repetir el procedimiento anterior las veces necesarias, de acuerdo a la cantidad
de células que se requieran.

PROPAGACION VIRAL

En cajas de 25 y 75 cm? propagar las lineas celulares VERO y MK2, cuando la
monocapa se encuentre con una confluencia del 80% infectar con VSR a la linea
celular MK2 y con VHS | a la linea celular VERO. Incubar a 37 °C con 5 % de CO,,
y buscar diariamente el efecto citopatico (ECP). Raspar las células que presentan
efecto citopatico (Sincitios) al 50 % sin desprenderse la monocapa celular, para la
lisis celular y liberacidén de particulas virales. Recolectar el raspado y conservar a
-72 °C.
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TITULACION DE VIRUS POR ENSAYO EN PLACA.

Prepar placas de 24 pozos con células al 80 % de confluencia, lavar con solucién
salina isotonica, y agregar 1 mL de MEM incompleto. Por otro lado preparar tubos
eppendorf con 900 microlitros de MEM incompleto épara realizar diluciones
seriadas (en logaritmo 10) hasta 1072 para el VSR y 10 para el VHS I. Colocar
inicialmente 100 ml de la cosecha viral y 900 microlitros de MEM incompleto.
Retirar el medio de la primera hilera de la caja de 24 pozos, al primer pozo
colocar 100 microlitros de cosecha viral, a partir del segundo pozo colocar 900
microlitros de cada dilucién en orden ascendente, excepto al Ultimo pozo que
servira como control negativo. Incubar 2 horas a 37 ° C con 5 % de CO..
Transcurrido el tiempo lavar con solucion salina y afadir 1 mL de MEM
incompleto e incubar por 48 horas a 37 °C con una atmosfera de CO, al 5 %.
Lavar nuevamente y anadir 200 microlitros de la mezcla alcohol-acetona (1:2) por
10 minutos, se retirara el exceso y se dejara secar. Anadir cristal violeta al 1 %
por 1 minuto y lavar con agua corriente después examinar y contar las placas
liticas o presencia de sincitios en cada pozo.

DETERMINACI()N DE LA CL50 DEL COMPUESTO NANOPARTICULADO EN
LA LINEA CELULAR MK2 y VERO POR EL METODO COLORIMETRICO MTT.

Llevar a cabo el procedimiento para preparar 2 placas de 24 pozos para cada
linea celular a trabajar. Por separado realizar diluciones seriadas en log10 para el
compuesto nanoparticulado hasta 10® utilizando MEM incompleto como diluyente.
Lavar las placas con solucién salina isoténica y agregar MEM incompleto, dejar
sin tratamiento la primera fila la cual fungird como control positivo de viabilidad
celular, a la segunda fila agregar 100 microlitros de perdoxido de hidrogeno
concentrado, a la tercera fila adicionar el compuesto nanoparticulado sin diluir, a
partir de la cuarta fila anadir el compuesto nanoparticulado diluido hasta llegar a la
dilucién de 10®. Posteriormente incubar por dos horas a 37°C y 5% COs.
Transcurrido el tiempo retirar y lavar para eliminar el tratamiento al que fue
sometido. Agregar a cada muestra 30 microlitros de la solucion stock de MTT e
incubar por 2 horas 30 minutos cubriéndo de la luz a 37°C y 5% de CO,. Después
eliminar todo el medio por decantacién dejandose las cajas invertidas para retirar
el exceso de liquido (en este punto las muestras se pueden congelar maximo un
mes a -20°C). Para cuantificar el formazan adicionar 300 microlitros de
isopropanol acido para disolver los cristales, dejar en reposo de 5-10 minutos
hasta que se disuelvan en su totalidad los cristales, la placa debe estar tapada
para evitar perdida de volumen por evaporacion. Realizar la lectura en un lector
de ELISA realizando a 570 nm. Por separado preparar blancos de reactivos en
placas de 24 pozos sin células, colocar en la primera fila Gnicamente peroxido de
hidrégeno concentrado, en la segunda fila isopropanol acido, en la tercer fila
isopropanol acido mas células, en la cuarta fila colocar el compuesto
nanoparticulado sin diluir mas isopropanol acido, en la quinta fila adicionar el
compuesto nanoparticulado sin diluir mas solucion STOCK de MTT mas
isopropanol acido y en la ultima fila solamente el compuesto nanoparticulado.
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En una segunda placa colocar las diluciones del compuesto nanoparticulado log10
hasta la dilucién de 107 sin células, y agregar la solucién stock de MTT e incubar
por 2 hrs a 37°C y 5% de CO2.Reportar los valores como indice o porcentaje de
viabilidad celular.

INHIBICION DEL EFECTO CITOPATICO DE VSR Y VHS | MEDIANTE EL USO
DE NANOPARTICULAS A LA CONCENTRACION LETAL CL50.

Preparar placas de 24 pozos con las lineas celulares a trabajar con una
confluencia del 80 % y lavar con solucion salina isoténica y colocar 1 mL de MEM
incompleto.

Preparar diluciones de las cosechas virales a una concentraciéon de 1 MOI,
utilizando como diluyente MEM incompleto. Probar tiempos diferentes de
interaccién farmaco nanoparticulado- particula viral, siendo los siguientes 5, 10,
20, 30, 60, 90,120 y 180 segundos. Al primer pozo dejar sin tratamiento pues
fungira como control negativo de infeccion. Al segundo pozo agregar 200
microlitros de compuesto nanoparticulado uUnicamente este fungira como control
de viabilidad y no infeccion. Al tercer pozo colocar el volumen de cosecha viral de
concentracion 1 MOI, este pozo es control positivo de infeccion.

Por otra parte colocar en un tubo ependorff el volumen de cosecha viral de
concentracion 1 MOI y 200 microlitros de nanoparticulas a la concentracion de la
CLD50 , y mezclar por 10 segundos para después colocar en el cuarto pozo, al
cual con se retiro el medio de cultivo. Repetir este paso con los demas tiempos,
Realizar por cuatruplicado. Al término incubar por 2 horas a 37 °C y 5 % de CO..

Posterior al tiempo de incubacién retirar la condicién a la que fueron sometidas y
lavar cuidadosamente. Posteriormente afadir metilcelulosa al 1.5 % y dejar
incubar por 48 horas para VHS | y 96 horas para VSR. Transcurrido el tiempo
retirar la metilcelulosa y lavar las placas y para después anadir 300 microlitros de
alcohol-acetona por 5 minutos. Por decantacién eliminar el exceso y dejar
secar. Para finalizar tefiir las placas con cristal violeta al 1% e inspeccionar la
caja en busca de placas liticas o sincitios en cada una de las condiciones que se
probaran.
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reac !VOS y respectivamente.
soluciones.
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VSR por medio de linea celular MK2 y VERO por el VHSIly VSR por

citopatico de los virus VHSI y ‘ compuesto nanoparticulado en la ‘ Titulacién de los virus
nanoparticulas. método colorimétrico MTT. ensayo en placa.

Andlisis de » Fin dg la
resultados y tesis
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DISENO DE LA INVESTIGACION
VARIABLES

Variable Independiente: MOI, Tiempos de contacto, CL50 de compuesto
nanoparticulado.

Variable dependiente: Inhibicién de la replicacion, Inhibicién del efecto citopatico
TIPO DE ESTUDIO

Es una investigacion de tipo: Experimental, Prolectivo, Transversal

DISENO ESTADISTICO

Los datos se analizaran mediante estadistica descriptiva, se realizaran graficos,
tablas de datos.

CRITERIOS DE INCLUSION: Virus Sincitial Respiratorio, Virus Herpes Simplex
tipo 1, linea celular MK2, linea celular VERO, compuesto nanoparticulado, solucion
stock MTT, cuantificacion en placa litica.

CRITERIOS DE EXCLUSION: linea celular Hep-2, linea celular MDCK, linea
celular eAi, otros virus ajenos a VSR y VHSI, otros antisépticos y desinfectantes,
VHS I, técnica inhibicién de la hemaglutinacion, técnica de rojo neutro.
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Porcentaje de viabilidad celular en la linea Mk2 por método del MTT

Dilucion
nano-
particulas

Absorbancia
1

Absorbancia
2

Absorbancia
3

Absorbancia
4

Promedio

Porcentaje
de viabilidad
celular

Control
de
muerte
celular

0.044
0.048
0.046
0.049

0.046

Control
de
viabilidad
celular

0.449
0.455
0.435
0.446

0.446

DiLugLén
0.338
0.323
0.326
0.322

0.037

8.403

Diuuggon
0.174
0.179
0.18
0.173

0.057

12.885

Diuuggén
0.056
0.058
0.057
0.061

0.058

12.997

Di|1u§i3én
0.08
0.074
0.076
0.078

0.077

17.254

Di|1u(t)'{i“én
0.386
0.381
0.382
0.39
0.384

86.218

DiLugLén
0.442
0.446
0.45
0.49
0.457

102.408

DiLugLén
0.584
0.576
0.579
0.573

0.578

129.523

Di|1ugi76n
0.593
0.595
0.614
0.598

0.6

132.885

Di|1u§igén
0.606
0.593
0.603
0.613

0.603

135.294

Tabla 1. Porcentaje de viabilidad en la linea celular Mk2 por método del MTT absorbancias medidas a 540
nanémetros.

Concentracion de Porcentaje de viabilidad

nanoparticulas celular
En cultivo de mk2

10" 8.403%
107 12.885%
10* 12.997%
10° 17.254%
10° 86.218%
10° 102.408%
10° 129.523%
107 132.885%
10° 135.294%

Tabla 2. Porcentaje de viabilidad celular a diferentes

concentraciones a las que fueron sometidas las células
del cultivo de mk2.
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RESULTADOS

Porcentaje de viabilidad celular de mk2 vs
160 concentracion de nanoparticulas

140
120
100
80
60
40
20

Porcentaje de viabilidad celular
en células mk2

-0.2 0 0.2

0.4

0.6 0.8 1

Concentracion de nanoparticulas

Grafico1.- Porcentaje de viabilidad celular MK2 vs concentracién nanoparticulas.

Log Concentracion Porcentaje de viabilidad

Nanoparticulas celular
En células mk2

0 8.403%
-1 12.885%
-2 12.997%
-3 17.254%
-4 86.218%
-5 102.408%
-6 129.523%
-7 132.885%
-8 135.294%

Tabla 3. Porcentaje de viabilidad en relacién al

Log de Concentracion a las que fueron sometidas las

Células del cultivo de MK2.

Porcentaje de viabilidad celular de MK2 vs Log
concentracion de nanoparticulas

y =-19.799x - 8.4096
R2 = 0.8964

Porcetaje de viabilidad celular mk2
Gy
oo

-6

200

150

100

50

-2 0
-50

Log Concentracion nanoparticulas

1.2

Grafico 2.- Porcentaje de viabilidad celular MK2 vs Log concentracién nanoparticulas
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Log Concentracion Unidades Probit

Nanoparticulas

0 3.62111
-1 3.8299

-2 3.8688

-3 4.05378
-4 6.08939
-5 8.71908
-6 8.71908
-7 8.71908
-8 8.71908

Tabla 4 .Unidades probit correspondientes al
Log de la concentracion.

Unidades Probit vs Log Concentracion de

nanoparticulas
12

10

E
° 8
o
2 6
S
] y = -0.8238X + 2.9649 4
£ R? = 0.8541
2
0
-10 -8 -6 -4 -2 0 2

Log Concentracion nanoparticulas

Grafico 3.- Unidades probit vs Log concentracion nanoparticulas.

Calculo de la concentracion letal 50 (CL50)en la linea celular MK2

y =1.037x + 7.3182 y=-19.799x-8.4096

5.0 =1.037X + 7.3182 50.0=-19.799x-8.4096
5.0-7.3182/1.037= X x=(50.0+ 8.4096)/ -19.799
CL50 =-2.23 CL50=-2.95

La concentracién letal 50 calculada con la gréafica de logaritmo de la concentracién
vs porcentaje del efecto arroja una CL50 de 10%2%, mientras que la utilizando el
grafico de logaritmo de la concentracién vs unidades probit arroja una CL50 102
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Porcentaje de viabilidad celular en la linea VERO por método del MTT

Dilucion de
nanoparticulas

Absorbancia 1

Absorbancia2
Absorbancia 3
Absorbancia 4

Promedio
Porcentaje de
viabilidad
celular

Control
de
muerte
celular

0.083
0.081
0.083
0.082
0.082

Control
de
viabilidad
celular

0.325
0.323
0.326
0.325
0.324

Dil1u(;:_‘i)6n
0.325
0.325
0.323
0.327
0.035

10.85

Di|1u(;:j()n
0.17
0.18
0.176
0.179
0.057

17.63

Dil1u(;:_i26n
0.088
0.089
0.083
0.086
0.086

26.64

Di|1u(;:_i36n
0.2
0.21
0.216
0.217
0.210

64.90

DiI;J(;:_Lén
0.216
0.217
0.216
0.217
0.216

66.67

Di|1u(;:_i56n
0.215
0.215
0.211
0.211
0.213

65.59

Dil1u(;:_i56n
0.217
0.217
0.217
0.217
0.217

66.82

Dil1u(;:.i76n
0.239
0.233
0.239
0.234
0.236

73.60

DiI;J(;:_Lén
0.296
0.299
0.291
0.298
0.296

91.15

Tabla 5. Porcentaje de viabilidad en la linea celular VERO por método del MTT, absorbancias medidas a 540

nanometros.

Concentracion de Porcentaje de viabilidad celular

nanoparticulas En células VERO
10° 10.87%
10’ 17.62%
10* 26.63%
10° 64.89%
10* 66.66%
10° 65.58%
10° 66.82%
107 73.59%
10° 91.14%

Tabla 6. Porcentaje de viabilidad celular a diferentes

concentraciones a las que fueron sometidas las Células
del cultivo de VERO.
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Porcentaje de viabilidad celular
en células vero

-0.2

Porcentaje de viabilidad celular en células vero vs

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

0

concentracion de nanoparticulas

o

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
Concentraciéon de nanoparticulas

Grafico 4.- Porcentaje de viabilidad celular VERO vs concentracion nanoparticulas

Log concentracion Porcentaje de viabilidad

Nanoparticulas celular
En células VERO
0 10.87%
-1 17.62%
-2 26.63%
-3 64.89%
-4 66.66%
-5 65.58%
-6 66.82%
-7 73.59%
-8 91.14%

Tabla 7. Porcentaje de viabilidad en relacién al Log de
concentracién a las que fueron sometida las
Células de la linea celular VERO.

Porcentaje de Viabilidad celular en células VERO

en células VERO

Porcentaje de viabilidad celular
pa
o

y =-9.5023x + 15.744

vs concentracion nanoparticulas
100

80

60

R2 = 0.8634

Log de concentracidn de nanoparticulas.

Grafico 5.- Porcentaje de viabilidad celular VERO vs Log concentracién nanoparticulas
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Log Concentracion Unidades Probit

Nanoparticulas
0 3.76262
-1 4.06937
-2 4.36621
-3 5.37948
-4 5.42846
-5 5.40657
-6 5.43396
-7 5.62767
-8 6.34716

Tabla 8 .Unidades probit correspondientes al
Log de la concentracion.

Unidades Probit vs Log de concentracion
7
6
5

y = -0.2863x + 3.9462 3
R? = 0.8758

Unidades probit

-10 -8 -6 -4 -2 0 2

Log concentracion de nanoparticulas

Gréfico 6.- Unidades probit vs Log concentracion nanoparticulas

Calculo de la concentracion letal 50 (CL50) en la linea celular VERO

y =-9.5023x + 15.744 y =-0.2863x + 3.9462
50.0 =-9.5023x + 15.744 5=-0.2863x + 3.946
x=(50-15.744)/-9.5023 x=(5-3.946)/-0.2863
X=-3.6 x=-3.68

CL50 =-3.6 CL50=-3.68

La concentracién letal 50 calculada con la gréafica de logaritmo de la concentracién
vs porcentaje del efecto arroja una CL50 de 10, mientras que la utilizando el
grafico de logaritmo de la concentracién vs unidades probit arroja una CL50 10°.
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Figura 6. Ensayo de viabilidad celular en células VERO por método de MTT, el blanco se observa opaco pues las
nanoparticulas se encuentran sin diluir e interfieren en la lectura de absorbancia, el control negativo de viabilidad fue
realizado con peréxido de hidrégeno el cual destruyo por completo la monocapa celular por lo que no hubo formacién de
formazan como indicador de vida mostrandose asi el pozo color amarillo, el control positivo de viabilidad solo fue utilizado
MEM 1 X, por lo que la monocapa se encuentra integra y representa el 100% de vida, a partir de la dilucién 100 hasta la
dilucién 10-*, se aprecia el pozo color amarillo que representa muerte celular, de la dilucion 10° hasta 10 se aprecia u
color morado debido a la reduccion formazan el cual forma un compuesto de color purpura, lo cual es indicador de vida,
por lo que podemos inferir que la dosis letal 50 se encuentra entre la dilucion 10° a la dilucion 10,
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PROPAGACION VIRAL DE HERPES SIMPLEX TIPO I (VHS-I) EN CULTIVO DE
CELULAS VERO

La propagacion del virus Herpes Simplex tipo | se llevé a cabo en la linea celular
Vero, mostrando como efecto citopatico, la formacion de Sincitios celulares
(Células multinucleadas). Tras la infeccion con 1 microlitro de cosecha viral a 37
°C con una atmosfera de CO; al 5% durante 24 horas, se observo la fusién de
membranas celulares (ECP). La monocapa celular infectada presenté efecto
citopatico en su totalidad como se observa en las figuras 7 y 8, en las cuales se
aprecian sincitios de gran tamano, lo que indican que el virus se esta replicando.
El titulo viral increment6 con el nUmero de pases.

Figura 7. Sincitio formado (ECP) por virus Herpes Figura 8. Sincitios formado (ECP) por virus Herpes
Simplex tipo | en cultivo de células Vero. 40X Simplex tipo | en cultivo de células Vero.10X
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PROPAGACION VIRAL DE VIRUS SINCITIAL RESPIRATORIO (VSR) EN
CULTIVO CELULAR DE MK2

La propagacién del Virus Sincitial se llevo a cabo en células MK2, donde fue muy
lenta su activacidbn pues su capacidad para formar sincitios se encontraba
disminuida, fue poco evidente el ECP en los primeros cultivos de células
infectados con el virus, después de varios pases se logré apreciar sincitios
pequenos, esperandose un titulo bajo del virus. En las figura 10 se aprecian
sincitios pequefios, pero abundantes en toda la monocapa celular. En la figura 9
se aprecia un sincitio en un objetivo diferente, se parecia una célula gigante
multinucleada, y en la periferia células sin presentar efecto alguno. El efecto
citopatico de VSR es al igual que VHS-I es la formacién de sincitios.

Figura 9. Sincitio formado por virus Sincitial Figura 10. Sincitios formados por el virus Sicitial
Respiratorio (VSR) .40X Respiratorio (VSR) en cultivo celular de MK2. 10

TITULACION DEL VIRUS DEL HERPES SIMPLEX TIPO |

La titulacion del virus se realizd por placa litica, en la linea celular Vero,
realizadndose diluciones seriadas de cosecha viral, se buscé ECP en cada uno de
los pozos, encontrandose ECP aun en la dilucién 102°, en la dilucién 102" no se
aprecia ECP, asi como en el control negativo de infeccion donde se encuentra la
monocapa celular integra. En el control positivo de infeccién la monocapa ya no
logra apreciarse pues el virus infecto la totalidad de la monocapa vy la desprendié.
La dilucién 10 la monocapa al igual que en el control positivo no se logra apreciar
pues fue destruida, en las diluciones posteriores el virus causo la lisis celular, y
desprendimiento después de la infeccion, en los cuales se aprecia el grado de
infecciébn de acuerdo a la dilucidbn de cosecha viral a la cual fue infectada la
monocapa celular.
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El virus presenta un titulo viral alto, pues la ultima dilucién a la cual se present6
ECP fue de 10?°. En la figura13 se aprecia la infeccién y la lisis celular, la cual va
disminuyendo al aumentar la dilucién. En la figura 14 se aprecia el dafo celular en
cada uno de los pozos, disminuyendo al aumentar la dilucién.
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Figura 13.-Titulacion en placa del virus de Herpes Simplex tipo | en la linea celular VERO, empleando
diluciones serias de la cosecha viral, a las 48 horas de Incubacién con una atmosfera de CO,.Utilizando cristal
violeta como colorante. Se utiliz6 como control positivo de infeccion al virus sin diluir, como control negativo
unicamente MEM 1x.En las primeras diluciones se observa la lisis total de la monocapa de células, el efecto
disminuye con forme aumenta la dilucién. En el control negativo se observa la monocapa integra.
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Figura14.-Titulacion en placa litica del Virus Herpes Simplex tipo en células VERO, imagenes tomadas con
objetivo 10x, La primera imagen fue tomada del control positivo de infeccién, donde se observa la lisis total de
la monocapa celular, el efecto se presenté de acuerdo a la concentracién viral, presentandose hasta la

dilucion 10™°.El control negativo la monocapa de células se encuentra intacta. El titulo del virus es 10%°

(TCID50 = 10°*particulas virales por mililitro).

TITULACION VIRUS SINCITIAL RESPIRATORIO EN PLACA LITICA

Al igual que VHSI, el VSR se tituld por placa litica debido a su capacidad de formar
sincitios. El control positivo presenté sincitios con desprendimiento de la
monocapa celular. La dilucién 10° presento abundantes sincitios como pocas
placas liticas, asi las siguientes diluciones presentan sincitios cada vez mas
escasos, la Ultima dilucién donde se presenté efecto citopatico es 10 tal y como
se observa en la figurai15.El control negativo de infeccidbn es un pozo sin virus,
Unicamente medio en el cual no se present6 ECP, la monocapa celular se
encuentra integra. El cultivo viral fue incubado por 72 horas, pues el ECP se
presenta mas lento en este tipo de linea celular. Ademas de que el titulo viral fue
bajo, por lo que en una sola placa de titulacién se realiz6 por duplicado.
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Figura 15.-Placa de titulacion VSR en linea celular MK2, incubado durante 72 horas a 37°C en atmosfera de
CO2, posteriormente tefida con cristal Violeta. La titulacién se realiza por duplicado, pues el titulo viral es
bajo, presentandose el ECP en la dilucién 10-°.Como control positivo se utilizé cosecha viral sin diluir, y
como control negativo de infeccién Unicamente MEM 1X. Imagen macroscépica de dafno celular por infeccién
con VHS-I
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Figura 16.-Placa de titulacion VSR, tomado con objetivo 10x, representacion esquematica de titulacién, se
observa la lisis celular total en el control positivo y la monocapa integra en el control negativo de infeccién, con
el aumento de la dilucién de la cosecha viral disminuye el efecto citopatico. Los sincitios formados por el VSR
en la linea celular mk2 son pequefos. El titulo del virus fue 10 (TCID50=10%particulas virales por mililitro
mediante el método de Karber).
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CINETICAS DE INHIBICION

En los pozos control no se observa efecto alguno de infeccion o muerte celular,
conservandose la integridad de la monocapa celular, el pozo control de infeccion
de VHS-I, se parecia la formacion de ECP, pequefios sincitios, aislados uno de
otro pero presentes, mientras que en los pozos que fueron puestos en
combinacién con nanoparticulas no se observa la presencia de ECP, mostrando
asi el efecto de las nanoparticulas para este Virus desde los 5 segundos, a una
concentracion no toxica para las células. Los demas pozos de la cinética Se
observan igualmente sin ECP, estableciendo como tiempo minimo de accion de
las nanoparticulas 5 segundos.

Control . Control :
Control Sin \®  Nanoparticulas &/,  Infeccién

Tratamiento % Dilucién "\ VHSI2X 104
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Imagen 17.Cineticas de inhibicién del Virus Herpes Simplex tipo I. El pozo A fue tratado con 200 microlitros

concentracion 1 MOI, al cual fue agregado el compuesto nanoparticulado a 10, y puesto en contacto por 5

segundos. B fue tratado en las mismas condiciones solo se modificé el tiempo de exposicién de compuesto

nanoparticulado el cual fue 10 segundos, C 15 segundos, D 20 segundos, E 30 segundos, F 60 segundos,
G90 segundos, H 120 segundos e | 180 Segundos.

42



En los pozos control sin infeccibn se observa la monocapa de células MK2
integra, el pozo tres fungié como control positivo de infeccion donde se observa
efecto citopatico de VSR. El pozo A no presenta efecto citopatico, lo cual significa
que el compuesto nanoparticulado inhibe la formacion de ECP a los 5 segundos
de estar en contacto con VSR, por consiguiente los tiempos de contacto mas
prolongados también inhiben su ECP. El estudio se tiene reproducibilidad pues en
cada una de las repeticiones se observa el mismo efecto de las nanoparticulas

Control E Control
Nanoparticulas . 2% |nfeccién & A
Dilucién VSR
105

Control Sin
Tratamiento  ®

Imagen 18. Cinéticas de inhibicién del Virus Sincitial Respiratorio. El pozo A fue tratado con 200 microlitro
concentracion 1 MOI, al cual fue agregado el compuesto nanoparticulado a 107, y puesto en contacto por 5
segundos. B fue tratado en las mismas condiciones solo se modificd el tiempo de exposicion de compuesto
nanoparticulado el cual fue 10 segundos, C 15 segundos, D 20 segundos, E 30 segundos, F 60 segundos, G
90 segundos, H 120 segundos e | 180 Segundos.

43



ANALISIS DE RESULTADOS

El cultivo del virus Sincitial Respiratorio se realizd en la linea celularMK2, y se
logré observar el efecto citopatico. La formacion de efecto citopatico se debe a la
presencia de la glicoproteina F, la cual es la encargada de la fusion de
membranas celulares, a lo que se debe la apreciacion de células multinucleadas.
Para la activacion del virus se requirioé de largos periodos de incubacién, los cuales
eran permisibles debido a la estabilidad de la linea celular utilizada. Al establecer
la propagacion viral en la linea celular MK2 demuestra que también es permisible
para su propagacion pues los titulos virales son altos, aunque el proceso de
activacion sea lento. Esto se debe también a que el virus es muy labil a
variaciones bruscas de temperatura por poseer envoltura, por lo que su
manipulacion se debe realizar con especial cuidado, especialmente al momento de
su almacenamiento y descongelamiento para su activacién. Los tiempos de
incubacion en esta linea celular llegan a ser hasta de 5 dias para lograr su
activacién, después se vuelven cortos al ir aumentando la carga viral en cada
pase, puesto que el virus se replica con facilidad.

De igual manera la propagacion y cosecha del virus del Herpes Simplex tipo | se
llevé a cabo en la linea celular VERO, la cual es la recomendada para la
propagacion de éste. La presencia de efecto citopatico se observé abundante
debido a que el titulo viral de la alicuota de virus utilizada para la activacién era
alto. Tras su activacién se requirié cada vez menos volumen de cosecha viral para
la infeccién y conservacion del virus en propagaciéon. Llegando a ser hasta un
microlitro de cosecha viral para infectar una caja de 25 cm? de células vero, con un
tiempo de incubacion de menos de 24 horas, pues a las 10 horas ya se observa la
formacién de sincitios, lo que indica que el titulo viral es alto. Los sincitios
observados eran de gran tamano, y se apreciaba con facilidad los nucleos de las
células que lo formaron.

Los ensayos de viabilidad celular fueron realizados en cada una de las lineas
celulares a trabajar puesto que cada una posee caracteristicas diferentes, asi la
linea celular VERO es facil de propagar, mas sensible a cambios de temperatura y
presion de CO,, y muy susceptible de contaminacion por lo que requiere mayores
cuidados. La linea celular MK2 por otro lado es mas estable pues puede durar en
cultivo hasta 10 dias sin tratamiento o adicién alguna de nutrientes siempre y
cuando se mantenga en MEM 1x, resistiendo asi cambios de temperatura, por lo
que las hace muy précticas para trabajar.
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La determinacion de la viabilidad celular requiere de muchos cuidados, puesto que
cualquier cambio afecta directamente sobre el resultado de absorbancia, el primer
cuidado a tener en cuenta es la confluencia y uniformidad de la monocapa celular
puesto a que son lineas celulares tumorales, y no se ven inhibidas por contacto
por lo que puede haber sobre crecimiento, como es el caso principalmente de la
linea celular MK2 en la cual en cultivo se observa el crecimiento de una
monocapa encima de la otra. Por otro lado en la linea celular vero el
sobrecrecimieto provoca desprendimiento de la monocapa y por tanto pérdida de
masa celular.

Otro factor importante son el cuidado en la realizacion del ensayo, especialmente
al colocar las nanoparticulas a cada pozo, donde se debe realizar de la forma mas
rapida puesto que de no ser asi, al encontrarse sin MEM puede secarse y
provocar la muerte celular, arrojando asi resultados falsos de muerte celular. En
cada lavado es importante cuidar que no se seque la monocapa o de no llevarsela
pues que disminuye la masa celular, o bien provocar su muerte.

La variacién de resultados de absorbancia es minima entre cada repeticion. El
ensayo de viabilidad celular por el método del MTT es muy practico y confiable ya
que la produccion de formazan (compuesto color purpura) es proporcional a la
cantidad de células vivas, asi a mayor cantidad de células vivas mayor produccion
de formazan.

En la realizacién del ensayo del MTT en la linea celular MK2, se coloc6 un control
negativo de viabilidad celular, el cual representa 0 % de vida, o bien 100% de
muerte, por otro lado también se colocé un control de viabilidad celular el cual no
se realiz6 tratamiento algun, este control representa el 100 % de células vivas, a
partir de esto se tom6 en cuenta el control positivo de células vivas para la
determinacién de los porcentajes de viabilidad de los pozos sometidos a los
diferentes tratamientos, siendo el siguiente calculo ( absorbancia condicién
sometida x 100 / absorbancia control positivo de viabilidad celular). Se observé
qgue a diluciones muy bajas de nanoparticulas, estas absorbian luz a 540 nm por lo
que se procedid a realizar a cada una de las condiciones un blanco de reaccién.
Demostrando que a la dilucion 10° y 10" los valores de absorbancia de los
blancos son considerables, mientras que a partir de la dilucién 10 en adelante los
valores de absorbancia de los blancos son despreciables en la correccién de la
absorbancia de la condicién. Después del calculo se observo que a partir de la
dilucién de 10 las medidas de absorbancia sobrepasan a las absorbancias del
control positivo de viabilidad, por lo que encontramos valores de viabilidades
mayores al 100 por ciento. El ensayo se realiz6 en repetidas ocasiones (cuatro
veces) arrojando los mismos resultados, se cuidé que la monocapa celular se
encontrara en la misma confluencia y proporciéon en cada uno de los pozos a
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estudiar, por lo que un sobre crecimiento celular no explica los valores altos de
formazan producido. Ademas que el aumento es gradual con forme aumenta la
dilucién. Por lo que en los graficos realizados de porcentaje de viabilidad celular
VS concentracion se parecian porcentajes mayores a 100. Debido a que las
diluciones se realizaron en base 10 no se logra apreciar a simple vista en el
grafico la CL50. Es por eso que se procedi6é al graficar porcentaje de viabilidad
celular vs Log de la concentraciébn de nanoparticulas obteniendo un grafica
sigmoidea, en el cual el valor de correlacién lineal es 0.89. Se calculé la férmula
de la gréfica lineal y de acuerdo a esto se determiné la CL50, siendo de 102
Mientras que para la linealizacion con el uso de unidades probit arrojo una CL50
102, Por lo tanto la concentracién de compuesto nanoparticulado produce el 50
% de muerte en la linea celular MK2 es 1025

Por otro lado la linea celular vero presento una CL50 de 10°°.Es decir que la linea
celular vero es mas sensible al compuesto nanoparticulado esto en gran medida a
sus caracteristicas, ya que por si mismas en cultivo resisten menos los cambios
fisico-quimicos que se presentan en el medio de cultivo. Ademéas que en ellas no
logramos apreciar valores de viabilidad por encima de 100 porciento, aunque el
tratamiento para ambas lineas celulares fue el mismo.

La titulacion del virus sincitial respiratorio se realizé por titulacion en placa litica, en
el cual se busco la maxima dilucion donde se presentara el efecto citopatico y
posteriormente se realizé el célculo por método de Karber siendo el TCID50 igual
a 10%articulas virales por mililitro. Aunque los sincitios presentes fueron de
pequeno tamano lo que demuestra que la inefectividad del virus es baja. Lo
contrario con lo sucedido con el virus Herpes Simplex Tipo |, donde el titulo viral es
de 10%° particulas virales por mililitro. El virus presento sincitios de gran tamafio de
manera que en las primeras diluciones se observa la destruccion total de la
monocapa, su grado de infectividad es muy grande. Ademas de que su capacidad
de replicacion es rapida pues a las 24 horas de incubacién el efecto citopatico en
diluciones grandes ya se hacia presente.

Teniendo los resultados de CL50 Y titulo viral se procedié a realizar las cinéticas
de inhibicion del efecto, observandose que el control positivo de infeccion en cada
uno de los virus presentaba efecto citopatico, mientras que a partir de los 5
segundos en contacto con el compuesto nanoparticulado se ve inhibido, asi en
cada una de las condiciones y con cada uno de los virus no se hizo presente, pues
se observan las monocapas celulares integras, esto quiere decir que el compuesto
nanoparticulado tiene como tiempo minimo de accion los 5 segundos a una
concentracion de 10, con respecto al VSR Y VHS-I.
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Ademas que la concentracion de nanoparticulas es realmente pequena para
causar la inhibicion de la replicacion, esto puede deberse a que los dos virus
presentan envoltura lipidica y el compuesto nanoparticulado al poseer agentes
surfactantes desestabilizaron la doble capa lipidica y por lo tanto su capacidad de
infeccion, pues en la membrana se encontramos las glicoproteinas G, F, SH, en el
caso del VSR necesarias para su entrada en la célula.

Por otro lado es posible que la nanoparticulas debido a su tamafo pudiese
atravesar por canales i6nicos la membrana viral, y de esta forma desestabilizar al
material genético ARN en VSR y DNA en VHSI, impidiendo su replicacién. Por lo
que la realizacién de otras técnicas para la evaluacién de la replicaciéon viral se
hace necesaria, e inclusive para el establecimiento de un mecanismo de accion.

Asi como la realizacién de ensayos con otros virus, como son los de menor
tamano, o bien los que no presentan envoltura.

La realizacién de ensayos in vitro permite determinar que la inhibicién se pudo
realizar mediante el uso de nanoparticulas en ambos virus, pues comparten
caracteristicas en comun la envoltura y la formacion de efecto citopéatico, aunque
el material genético es diferente, asi como el tropismo celular.

La realizacion de ensayos in vivo permitiria evaluar el efecto de las nanoparticulas
como tal, en combinacion con respuestas inmunes, comprobar su efecto
citotéxico.

Con los ensayos realizados se demostré que su uso es muy seguro y que a
pequenas concentraciones y cortos periodos de tiempo de accidon de puede
obtener un efecto favorable. Evitando asi el uso de compuestos que son
potencialmente téxicos, y con espectros de accidbn muy bajos.

CONCLUSIONES

v Se logré determinar la CL50 para ambas lineas celulares siendo 102°y
10 para VERO y Mk2 respectivamente.

v' La CL50 demuestra que el compuesto nanoparticulado no es toxico.

v' Se logré la inhibicion del Efecto citopatico de VSR mediante el uso de
nanoparticulas a una concentraciéon 1X10™.

v' Se logré la inhibicién del Efecto citopatico de VHS mediante el uso de
nanoparticulas a una concentraciéon 1X10™.
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