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l. RESUMEN. 

A lg unos vi rus q ue infec tc1n cé lula s e pite liales indu ce n ca mbios morfol óg icos qu e se 
corre lacionan co n a lte rac iones fun cionales co mo la pe rmeabilidad. Se sabe qu e 
dichos ca mbios es tán asociados con una reo rgani zac ión d e algunos co mpone ntes 
d el citoesq uele to . En Dengue Hemorrágico, ca usado por infección con e l virus d e l 
Dengue, se observa un drásti co increme nto de la permeabilidad e ndote lial. La 
pe rmeab ilid ad endotelial pued e ser modificada por distintos factores qu e alte ran la 
o rgani zac ión d e l citoesque le to d e actina, aunque se d esco noce si e l virus De ngu e 
puede inducir directamente alte raciones e n la pe rm eabilidad celular afectando la 
organi zación d e l c itoesqu e le to. Para estudiar la s modificaciones e n la organi zación 
d e actina causadas por la infecc ión con el virus, células e pitelial es MDCK sé 
transfectaron para expresar la proteína verde fluorescente unida a ~-actina (EGFP­
actina). En es tas células se ha establecido claramente la regulación d e la 
permeabilidad por el citoesqueleto de actina y es un sistema favorabl e a la 
fransfección y ex pres ión d e prote ínas exóge na s. Es te es e l pr.im e r re po rte d e 
infecc ión productiva e n células epite liales po r virus del Dengu e-2 (VD-2) . Se 
utili zMon los vec tores d e ex presión pEGFP-actin y p(EYFP-ac tin) (mock) 
se lecc ionand o co n G-418. La subclona Cl -4 y cé lulas d e l co nh·o l m oc k se infec tc1ron 
co n e l DV-2 a una MOI d e 1.0 a distintos ti empos y se analizaron por medio d e 
microscopía d e fluorescencia e inmuno tinc iones d e la proteína E viral y ~-tubulina. 
La organización d e la F-actina se analizó con Faloidina-rodam ina. La actina 
fluoresce nte ex presad a e n las cé lulas MDCK se co mportó de forma similar a la 
Cl c tina e nd óge na e n los a nc1 li s is d e co loca li zación y al tratar co n citocalasina D. A l 
interacc ionar co n e l VD-2, se observó qu e a los 30min d e inte racción virus-cé lula se 
presenta una reo rganización de los filam e ntos d e actina. Des pués d e 48hrs post­
infecc ión se observaro n es tructuras tubulares d e actina e n e l citoplasma d e cé lulas 
s u b-co nflue ntes. En cé lulas co nflu e ntes los filam e ntos d e actina se desorgani zaron y 
los mi crotú bul os mos h·aro n una co nd e nsaci ón marcada alred ed o r d e l núcleo . Es tas 
a lte raciones so n causadas direc tamente por la infecc ión ya qu e no se presentaron e n 
cé lulas co nfro l no in fec tadas. El uso d e so ndas fluorescentes e n cé lulas qu e la s 
0x presan de forma permane nte para anali zar ca mbios e n la dinámica del 
c itoesqu e le to, abre num erosas posibilidad es para estudiar y e nte nd e r los 
nwccrni s mos d e in vas ión de agentes in fecc iosos. 
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111. 1 NTRODUCCl()N. 

3.1 . Problemáti cc1. 
El orga ni s 111 0 humano presenta di s tintos 111 eca ni s111os de defensa co1110 rC'spul'St<l" 
la interacc ión con agentes patógenos entre los cuales se encue ntran las bacteri<lS, 
hongos, protistas y por entidad es viral es. Es tos últimos son de una importancia 
pcH ti cular d<1do qu e has ta ahorc1 no se co noce n bi en s us meca ni smos de infecc ión, 
así como los efec tos que causa n al infec tcH cé lula s. Los mecanismos de defensa son 
los encargad os de co 111bcltir a las age ntes ex h«:l 11 os, por med io de una co mpl ejcl red 
de sistemas que se re lacionan entre sí, como la fagocitosis celular y e l sistema 
inmune. Estos mecanismos en prim era instancia bloquea n la entrada de los 
mi croorganismos a l orga ni smo invadido ( Donald , '1995). 
Los viru s pu eden evadir muchos de los mecanismos de defensa y al encontrarse 
d ent ro, afec tan a las cé lula s de difere ntes formas. Pueden ca mbiar la estructura y la 
función de Id cé lul a. Por ejempl o, pueden hacer que las cé lulas infec tadas se 
cl g lubne n, Ccl mbien de fo rma y se des prendan. También inte rfi eren co n la 
prod ucc ión de enz imcls y de oh·as susta ncias quínúcns dentro de las cé lulcl s. Los 
virus pu eden afectar la permeabilidad de la cé lula ca mbiando e l movimiento 
norma 1 de sustancias hacia e l interior y e l ex terior del citoplasma y fina 1 mente 
pueden ca usar la lisis, liberand o <1SÍ a o tros viru s. Cuando no es ta dentro de la 
cé lul a, un virus no puede ll evar acclbo los procesos de re plicación y clparece como 
p<irlícu 1<1 ine rte. 
1\ pesa r de que los viru s co mparten muchcl s ccHc1cle rísti cas son mu y diferentes en 
cuanto a forma y tamaf'lo. En ca da clase de virus las prote ínas de la envo ltura 
ti enen una co nstitución dife rente. La forma de la cá psid e y e l tamai'lo, son oh·os 
rc1sgos qu e se usc1 n para la clasificac ión. Al clasificar a los virus, se ti ene en cuenta 
s i infec tan a plantas, animales o bacterias siendo es pec íficos en cuanto a la célula 
blanco (Alexander, et ni, 1992). 
La enfe r111 edad del Dengue, ca usada por e l virus de l Dengu e, es una de l<l s 
enferm edad es virales de etiología más importante, e l virus es h·ansmitido al 
hombre por medi o la hembra hematófaga de l mosquito del géne ro Acrfcs, la cual es 
uti li za da co mo vec tor. Tanto la incid encia como la preva lencia de la enferm edad se 
han incrementad o en México, con un aumento de la tasa de morbilidad y 
mortalidad . En e l periodo comprendido entre 1984 a ·1993 solamente se re portaron 
26 casos de Fiebre Hemorrágica por Dengue (DHF), en cambio en 1994, esta forma 
de la. enfermedad ocurrió en 30 y 40 pacientes; casos que fueron confirmados por 
es tud.ios de laboratorio y con una le tal id ad de 23.3 % . Para 1995 se registraron ya 
539 casos. La aparición de los casos severos se ex tiende a lo largo del territori o 
nacio nal, y en 1995, 20 entidad es fede rativas reg istraron al menos un caso de DHF, 
co mparados co n los nu eve est<1dos qu e re portcHon casos es porádicos durante el 
~)criado de 1984--1993. 
Los 539 CclSOs de DHF hrrn s ido co nfirmados según los crite rios de la OMS-OPS, y 
cu m pl cn co n la presencicl de trom boci topenia y hemoconce ntración. So lo en n O de 
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t' ll os Sl' IO)',l' Ó l,1 rn níirn1 ,1ci<111 di,1 )1, nós ti c,1 por ,111,11isis dl' Fl,IS ;\ (l¡>,M , l)',C). !1t' los 
'.JYJ l 'c\ .'> U-'> w rl'gi s tro Lll\ lut ,11 d l' 29 dl'lUllli Ulll' -'> ( ll'l cilidc1d d l' '.>. 4 %), lli Vl' I -'> Upl'r iu r 

c1I reportado en otros países (1 % ). Ac tualm ente nu es h·o país re úne la s condiciones 
q ue ha co n f¡.1ctihll' l,1 <lparición de un p, ran núm oro do c,1sos de l,1 íorn1,1 
hemorr<1gica de la enferm edad (fügau- Pe réz, et al, ·1998; Gó rn ez et o/, ·1999). 
Cuand o e l virus ingresa al hos pedero e l paciente puede permanecer asintomático o 
presentar lci s distint(ls fo rm as clíni cas, de la enferm edad . En casos d o nd e se 
presenta DHF, la pérdido de volumen sa ng uíneo es principalm ente deb ida c1 un 
drástico y sos tenid o incremento de la permeabilidad vascu lar s in ap<He nte 
des tru cc ión de cé lulas end ote lia les. Se ha propu es to un mecr1 nismo alternativo qu e 
ex plica rá e l incremento en la permeabilidad vascu lar por participación de 
proteínns co mo mi os ina y los filamentos de actina provocando la contracción del 
an ill o de ac tina en las cé lulas endotelial es y la di srupción de las uni ones 
interce lulares (Mitic y Anderso n, '1998). 
Hasta e l momento no se co noce co n exactitud la c,w sa de l a.umento tan drástico en 
la perm eabilidad vasc ul ar y de las hemorra gias en múltiples tejidos en los 
pa.cientes. Se ha demosh·ado tanto en ex pe rim entos i11 vitro co mo i11 vivo, qu e 
,Jlgun,1 s ciloc in,1s, so n sec re lc1das co mo res pu es t,1 ,1 lc1 infecc ión, s in embMgo en 
lodos los procesos infecc iosos e inflamatorios es ta.s ci toci nas so n liberodas v no en 
lodos los c,1sos ocurre un drá sti co y sos tenid o incremento en la pe rm eabilidc1d 
Vr1SCLtlcH, ni hemorra g ios múltipl es. (K urane, ·1994) 

3.2. Ge neralidad es . 
La cé lul ,1 es definida co mo la unid ad fundam entc1 1 y es h·uctural de los orga ni smos 
vivos, en organismos pluri ce lul a res hay unc1 es trec ha co muni cac ión entre las 
cé lul ,1s Vl'l inc1s, y c1 que se requie re de vMi ,1s cé lul ,1s pMcl e l funcionamiento 
Mmón ico de un órga no en particular. En la cé lula es tán co ntenid os una se ri e de 
s is te m,1s ,1 ltamente orga ni za dos que ll eva n ,1c,1 bo di s tintas activ idc1d es co rn o el 
,1 lm ace n<1 mi ento, el transporte de información t,111to a h·avés de moléc ulas corno de 
iones, síntes is de moléculas, movimiento y respues ta a las fluctuaciones 
ambienta les por medi o de alteraciones inte rnas así como de reacc iones químicas 
(Wolfe, 1993). 
El co mplejo de sistemas membranales en las cé lul as euca ri o tas define los límites de 
la s es tn1 cturc1s inm ersas en e l citoplasma, te ni end o un núcleo bi en definid o en 
dond e se encuenh·a e l mate rial gené ti co. La mayo ría de las cé lulas presentan una 
va ri edr1d de es tructuras internas elaboradas y co mplejas co nocidas co rn o 
organe los, esto pl antea la neces idad de tener o tras es tructuras que mantenga n e l 
co ntTo l de los mov imi entos de los diferentes organelos. Todas las cé lulas ti enen un 
esqu eleto interno llam ado "citoesque leto", es te se enca rga de mantener la forma 
ce lular, e l movimiento interno para mantene r los organelos y e l h·ar1sporte denh·o 
de las cé lul as, además se enca rga del mov imi ento ex terno de las cé lula s o la 
loco moc ión (A l berts, et ni, 1993). 
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vc1ri os taclorcs co mo so n lc1 s cc1rc\cle rísli cc1s del co ntenido ce lular, el citoesqu e le to, 
la tensión superfi cial , la pres ión de estru cturas vec inas, ad emc\s de l cs tcld o 
funciona l (Revill a et ni, 1986). 

3.3. Ci toesq ue le to. 
El citoesq ue leto es un sistema fib ril a r de es tru cturas inmersas en e l citopl as ma de 
las célul as euca rio tas . Es te se co mpone de es h·ucturas fil amentosas y tubulares y la 
hab ili dad de las cé lul as para ad opta r diferentes fo rm as y ll eva r a cabo dife rentes 
mov imientos coo rdinados, de pend e de es ta red co mpleja de pro teínas q ue se 
extiend en a lnvés de l citopl as ma. 
El citoesq ue leto además de dar fo rm a a las cé lul as, ll eva a ca bo mu chas o tras 
func iones. Las fibras q ue lo co mponen permiten tod o tipo de mov imi entos 
cel ul ares, co mo po r ejempl o conh·acc ión mu scu lar, mov imiento de cili os, fl age los y 
movimientos mitóti cos de los crom osomas entre otras funciones. 
La es tructu ra de l citoesq ue le to es muy d inámica. Es la única es tructura ce lul a r q ue 
benc co ntacto direc to co n oh·os orga ne los ce lul ares co mo el nú cleo y la membrana 
ce lular exte rna. El citoesque leto es ta aparentemente ausente en bac teri as y se 
co nside ra un fac tor crucial en la evo lu ción de las cé lul as euca riotas . 
La diversid ad de fun ciones q ue de pend en de l citoesqu eleto requi e ren de lo 
parbc ipac ión de tres tipos p rincipa les de proteí nas; los fil amentos de ac tin a y de 
mios in a, los micro túbul os y los fil amentos inte rm edi os. Cada es tru ctura de l 
cilocsq uc le to es ta fo rm ada po r di fe rentes subun id ades pro te icas: La ac tinr1 fo rm ,1 
los fil ame ntos de ac tina, va rios tipos de mi os in a fo rm an los filam entos de mi osi nr1 , 
la tubu lin a for ma los microtúb ul os y una fr1 mili c1 de pro te ín as fib rosas co mo icl 
vim entina, la kerati na c1SÍ co mo Ja lamin a nu clear fo rm an los fil amentos 
inte rm ed ios. La acti na y la tubulina so n las tfü1s oltamente co nservad as du ra nte e l 
curso de la evo lución, por ta nto se co nsid e ran co mo fun da menta les en la 
es tru cturació n de l citoesq uele to. Es ta s pro te ín as fil ,1 mentosos se unen a un cl g ra n 
va ri edad de proteí nas acceso ri as, y en co njunto, tie nen parti cipac ión e n las 
distint,1s func iones que rea li zc1 la cé lul a. 
De los h·es tipos de prote ínr1s fil amentosas q ue co m po nen el citoesqu ele to, so lo la 
actin,1 y los fi lamentos inte rm ed ios es tán asoc iados co n las uni ones cé lul a - cé lul a y 
con J,1 m,1tri z ex tTace lu lcH. (S ma ll et ni, ·1999) Esta ad hes ión cé lul cl-cé lula es 
req uerida pcHa lc1 morfogé nes is de los tejid os y pa ra mantene r la homeos tcls is 
(Vas ioukhin y Fucs, 200·1). 
El descubri miento de las estructu ras de l citoesqu e le to fu e hec ho por di fe rentes 
inves tigado res co mo A. Szent-Gyórgy i, V. A. Engelh clrd y otros entre ·¡930 y ·1960, 
hcKi endo estudi os so bre motili dad en e l mú sc ul o. Prote ínas res ponsa bles de l,1 
co ntra cc ión fuero n identific,1d,1s y se enco ntró que J,1 co ntra cc ión ce lul CH de pend í,1 
de la hidró li s is de ATP arbv,rndo J,1 ATP,1 s,1 d e f,1 rni os ina . 
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y de mi os i11c1 , s iend o desc ubie rt,i s L'Jl los prim eros es tudios de 1ninosrop i.1 
e leclróni c,1 y suger id os por 1 l. E. Hu xlcy y J. l l,1nso n, e n 1954 (1\lbe rls, el 11/ 1993). 

3.3.'l . Actina. 
La actina es una de las proteínas más abundantes en las cé lul as e ucar io ta s. Es ta 
proteína de l citoesq ue le to a menud o co nstitu ye de l 5% a l 10% de la prote ína 
ce lular to tal. Cada molécula de actina es un úni co polipé ptid o de 375 amino,\cidos 
y esta asoc iad a muy íntimam ente con la moléc ula de ATP (A lexa nd er et ni, 1988). 
Las cé lul as de euca riotas inferiores como las levaduras, tienen un so lo gen para la 
ac tina qu e codifi ca una única prote ína . Sin embargo, todas las cé lul as de 
organi smos superiores tienen isoformas codificadas por una familia de genes de 
ac tina . A l menos hay seis tipos distintos de actina en los tejidos de los mamífe ros; 
se agrupan en h·es clases, dependiendo de su punto isoe léctr ico, la alfa (ex) achna se 
encuentra en dive rsos tipos de músculo, mientra s qu e la be ta (0) y ga ma (y) ,1ctina, 
so n co ns titu yentes principal es de las cé lulas no mu sculares. A unque las distint,1s 
fo rma s de ac tin a presentcrn diferenci,1s sutil es en sus propiedad es, las secue ncias 
de am inoácid os han s id o altamente co nse rvadas a lo largo de la evo lución. 
Los fi lamentos de ac tina se observan como hebras de 8nm de di áme tro . Al ig ual 
qu e los micro túbul os, un fi lamento de actina es un,1 es tTu ctura polar, co n d os 
ex tremos estructura lm ente di stintos, un ex tremo menos(-) es tructuralm ente ine rte 
v de crecimi ento lento y un ex tremo m,)s (+)d e creci mi ento rápido, la act in ,1 e n 
es te ex tremo polim e ri za unas 10 veces más rc1pidamente que e l extremo (-) . La 
inco rporación de G-a ctina o ,1ctina g lob ulcH se ll evel ,1 acabo en los d os ex tremos de l 
filc111w nto, l,1 par te(-) y lel pcHte (+), par,1 dc1rl c fo rm ,1 d e hé li ce el los fi lc1mentos de 
,1clin ,1 o F-,1 cbn c1. Ráp id amente después de lc1 polim e ri zació n, e l fosfato te rminal 
de l ATP unido a la molécu la de actina se hidro li za, quedando un ADP atrapado 
ClllrL' los dos Jll OnÓlll C'rüS, formando clSÍ e l polÍlll l'J'O en ÍOr11lr1 de hélice (i\llwrls, (' / 
ni, ·1993). 
En las cé lul as, los filamentos de actina pueden formar es tru cturas es tabl es y 
es tru cturas lábi les. Los m icrofilam entos es tabl es forman e l eje de las 
mi crove ll osidades ori entados verti ca lm ente e n 1<1 parte a pica l de los ep ite li os, 
unid os entre sí por prote ínas co mo la fimbrina y la ve ll osina. So n un co mponente 
ese ncia l en e l aparato co ntr,1ctil de las cé lulas mu sculares en dond e fo rm ,111 e l 
sarcómero que esta altamente organi zado y es muy es tabl e. En cé lul as no 
musculares los filamentos de actina se encuenh·a n a lo largo de la membrana 
basolateral formando parte de lo que se conoce co mo la red co rti ca l que for ma 
parte fu nd cl mental en la adhes ión cé lula-célul a y el diferentes sustra tos en e l caso 
de cu lti vos ce lul ares. Muchos de los mov imi entos ce lulares de pend en de 
C'S tru ctura s lábi les for madas por microfilam entos de c1C tina. 
L1 actinc1 c1 I pa rti cipar en var ios procesos ce lul ares, requie re de un co mportamiento 
dinám ico, é l cual involucra la polim e ri zac ión y des polim eri zac ión de los 
fi lam entos, este proceso req uie re de lc1 participac ión de lc1 forma solub le o g lobu lar 
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¡.>ctrcl lorin M los lil.1111 entos y vicevers,1 (13,ill es trem, el 11/, 1998). Pc1re1 le1 
po lim eri zac ión y des polim eri zación de lcl ac tina, pu eden inte ractuar mu cha s 
proteínelS ll rl lll cHiclS prote ínc1S cll' uni ón el cldina . Es lelS prote ínc\S reg ulan el g r,1d o d e' 
po lim erización de la c1 Ctina en es tabilid ad, long itud y di stribu ción de los 
fil íl me ntos . Lc1 miosina CS un a pro te ína de uni ón el la elC tincl de un a imporl«111Ciel 
espec ial. Los fil ame ntos de acti na activa n el Id ATPascl ele la mi os inc1 -Mg2 y e l 
movimiento de la m ios in ,1 a lo la rgo de los fi lamentos de actina produce l,1 
co ntracc ión de l músculo. La interacción ac tina-m ios ina produce otros tipos de 
movi mientos es pec iali za dos co mo so n e l transpor te d e vesíc ul as y co ntra cció n en 
cé lul as no musculares (Kabsch y Va nd erkehove, 1992). 
La motilidad basada en acti na es ta es trecham ente li g<1 da a la dinámi ca el e los 
fil,1me ntos. Es te factor es co nh·o lc1 do por e l co ntinu o es tad o de ensamblc1je de 
c1clin,1 qu e es regulado tam bién por l<1s proteínas y los fa ctores de po lim eri zación y 
despolimerizac ión de actina como profilin a, co filin a y ge lsolin a, los cual es a l 
elfec lar !,1 d in ámica de poli meri zaión y des polirn e ri zación, afectan direc tam e nte l,1 
motil id ad (Carli e r, ·1998). 
A unqu e e l es tudi o re lacionad o co n e l co mportamie nto de la actina i11 uitro h<l 
c1po rtacl o muchos elatos importantes, la dinámi cc1 de l citoesqu ele to de ac tina para 
m,rn te ne r la fo rma ce lul ar, la loco moc ión, e l co mportamiento ante di stintos 
es tímul os ex te rnos, l,1 inte racc ión co n agentes in fecc iosos, entre otras fun ciones, no 
hc1 s id o tot,1lmenlc co mprendid a has tc1 e l momento (B,1ll es trem, el ni, ·1998). 

3.3.2 For mc1 s de es tud io. 
Ya qu e la acti na participa en distintas funcion es ce lulares, entre las cual es se 
encuentra la de mante ner la arquitectura ce lulc1r y c1 inte ra cc ión co n age ntes 
ex ternos, su es tudi o se ha abordado desde mu y diversos puntos, co mo por eje mpl o 
e l utili za r algunas drogas que inhiben algunas de las funciones de lc1 actina al 
d0ses t,1b ili zc1r los filam e ntos. Es tas drogas so n IH.'IT<lrni enta s import;rnles pcHcl 
investigar el co mportamiento din ámi co de es tos filam entos en las cé lul,1 s. Por 
ejempl o, la citoca las ina, droga que es producto sinte ti zado por hongos qu e impid e 
la polimer ización de la actina ya que se une al ex l-remo (+) d e los filamentos de 
acti na, frec uentemente se utili za para el es tudio de l movimiento ce lular y procesos 
que ti enen que ve r con la endocitosis de distintas partículas. En la mayo ría d e las 
cé lul as en movimiento, la citocalasina provoca la retracción d e es te bord e frontal 
d e ava nce. Las faloidinas por su parte, son toxinas aisladas del hongo A111n11itn, qu e 
se une mu y fu ertemente a ambos lados de los filam entos de actina y los es tabili zan, 
impidie nd o su d espolim eri zación, es ta dro g,1 es utili zada ampliam ente co mo 
de ri va d o fluoresce nte, para marcar los fil a mentos de las cé lul as fijadas , y ti e ne 
t,1mb ié n un efec to profundo en las cé lul as vivas. En d ond e pro voca ca mbi os 
dramáti cos en e l citoesque le to de ac li na (A lberts, et ni, 1993). 
La po lim eri zación de la actina se da de forma te mporal y es p,1cial , reg ul ,1 nd ose en 
resp uesta c1 estímul os ex te rnos y juega un papel importante en mu chos co ntex tos 
fis iológicos que particularmente involucran a la motilidad celular, la quimi ota xis, 
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l.1 inll'l«H·ciún nrn p,1rtícul,1<; t' \ ll'rlld'. , l,1 l\ ''> Plll ''> Ll " di'>linln <, l''> lí111til o<, \' " l.1 
lurn1 ,1 ce lul.1r (Weclr e / 11/, 2000). 
L1 fo rm a de las cé lul as es tá re lacioncida co n su función y ésta co n la co nfo rm,1 ción 
de la ,1clin<1. Id ea lm ente e l es tudi o de l,1s cc'> lula s de hC' rí,1 de reali 7.cHS(' por nwdi o de 
ubsc rv,H·iu ncs co n 111u cs trc1 s vivcJ s, pcll'c1 qu e lcJ cs lrudurc1 de l ci loesqu ele lo pu ed ,1 
se r es tudioda sin los ortificios que la muerte y la fija ción inev itabl emente pro voca n. 
Ade rn,\ s e l C'studi o de cé lul ,1s viv,1s es import<111tc cu,111d o se pre tend e n es tudiclr sus 
movimientos y co mportamiento, es to pued e rea li zarse por medio de víd eo 
mi croscopía o por medio d e microsco pía ópti ca de campo claro, pero 
lamentablemente no permite la observac ión de estructuras m<1s de talladas co mo la s 
d el citoesqueleto, a pesar de que se observe uno monocapa ce lular tan fincJ qu e la 
lu z alnviese di fere ntes es tructuras ce lulares. 
P<H ,1 co nocer la morfologí,1 de los e lementos cc lul<Hes co rn o e l citoesq ue lc to, es 
necesMio co nta r co n sistemas qu e ofrezca n un pod er de reso lu ción mu cho 111c1 yo r 
co mo e l mi croscop io e lec tróni co. Sin embargo, lci microsco pía e lec trónica no es un 
bu en método para e l es tudio de la cé lula viv,1, pues req uie re de condiciones 
es pec ia les para su funciona miento co mo e l álto vacío, e l cual es inco mpatibl e con 1<1 
preservación de la cé lul a v iva. Los especímenes que pueden ser v istos ofrecen 
va ri os de tall es morfo lógicos, pero s iempre queda la duda de cuanto se aprox ima <1 
los es pec ím enes en condic iones fisiológi cas. Por olTo lado la morfología y 1<1 
d in ámi ca de sus es lTucturas inte rnas en un mism o tipo ce lular, pueden variar de 
acuerd o con la activ idad en que se encu entren, al momento en qu e sus procesos 
fisiológ icos so n de tenid os (Revil la et ni, 1986). 
De es ta manera se han desarrollado un variado núm ero de téc nicas para e l es tudio 
de prote ínas de l citoesquele to co mo la acti na y su di str ibución dentro de la cé lula 
por medio del uso de inmunoflurescencia indirec ta utili zando anticuerpos co n 
afinidad específica para actina (Boschek et ni, 1981 ). 
La s tincioncs co n anti cue rpos dirigidos rn nlrc1 di s tintos co mporwnles de l 
citoesq uele to, pueden ser utili zadas para una gran va ri edad d e ap licaciones, unri 
de las cua les es é l pod er ex pli car como se dan las inte racc iones de la actina y 
alg unas proteínas de unión a actina, por medi o de tinciones dobl es. 
El utili zar distintas sus tancias para fijar a las cé lul as y así es tudiar la din <1 mi ca de 
acti na es un a de las alternativas utili za d as, pe ro en un mom ento dado pu eden 
causa r camb ios dramáticos en la co nforma ción ori gi nal de l citoesquele to por lo qu e 
se han co menza do a explorar otras a lte rnativas, utili za nd o cé lul as vivas las cua les 
proporc ionan mayores beneficios. Se han rea li zado estudios utili za nd o 
mi cro inyecc ión de cé lulas con proteínas flu orescentes, esta téc ni ca prese nta 
a lguna s limitaciones porque so lo se utili za para ti empos co rtos, en procesos qu e 
dura n menos de 12hrs, ya que las proteínas introdu cidas a la célula, pu ed en ser 
deg r,1daclas por proteó li sis, además qu e e l núm ero de cé lulas que se pueden 
mi cro inyec tcir es limitad o y la técnica requiere de un equipo cos toso. La fus ión de 
secue ncias de prote ínas unidas a proteínas fluorescentes y su introd ucc ión a 
cé lul as por medio d e di s tintas técni cas de transfecc ión, ex presá ndolas en forma 
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cual se pu ede observar la actina en cé lula s vivas utili z,rndo ,1 1'1 protl'í 11 ,1 
fluorescente co mo gen repo rtero (Herp,el-Rose nth c1 1, l'I ni, 200"1). 

3.4 . Pro te ína Verd e Fl uoresce nte. 
La prote ína verde flu orescente (Green Flu orescent Prote in = GFP) d escub ie rt,1 por 
Shim omura en 1964, es una prote ína qu e se encuentra en forma natural e n la 
medusa del Pacífico Aer¡ 11 orin victorin. Los co mponentes requer id os para su 
bio luminiscencia son una fotoproteína activada co n Ca++ llamada aquarina , la cual 
emite un a lu z azul -verd e. 
La proteína verd e fluorescente es ex tremadam ente estab le, es ta co mpu es ta de un 
monóm ero de 27-kDa de 238 aminoácidos. Su fluorescencia natural es ocas ionada 
por un úni co cro móforo pegado covalentemente que se origina de una secuencia 
interna Ser-Ty r-Gl y (residuos 65, 66 y 67 respec ti vamente) la cual es modificada 
desp ués de la traducción por cic li zac ión y oxidación de un p-hidroxibencilid en­
imidazo lin. El espectro de excitación de la GFP nativa de A. victoria (azul) ti ene dos 
picos a 375nm y uno más peque r1o a 470nm. Mienh·as que el es pec tro de emi sión 
de la flu orescencia (verde) ti ene un pico de 509nm . Es ta prote ína presenta una 
es tructura d e un d ominio único compacto en d ond e e l cromóforo se encuenh·a 
loca li zado en e l cenh·o de la moléc ula , lo cual le proporciona a lg unas ve ntaja s, 
co mo la res is tencia a la des naturali zac ión co n h·a tami entos de guanidina-HCI 6 M, 
urea 8 M, SDS al 1 % y dos días de tratami ento co n varias proteasas tal es como: 
Tripsi na, quimiolTips in a o papaína a co ncentraciones de hasta ·¡ mg/ ml. 
Deleciones en la secuencia de aminoácidos, en parti cular del res iduo más all <1 de la 
met1onin a del ex h·emo N-terminal o más de s ie te aminoácidos del ex tre mo C­
terminat res ultan en la pérdida total de la fluorescencia aún cuando lrl s 
ca rac terísticas del es pech·o de absorción del cro móforo se encuentren intactas. La 
GfP pu ede se r fusionada c1 o tras prote ínrls t,rnto ,1 su ex tre mo N-te rmin a l o C­
te rminal. Es te hec ho es debido a que ambos ex tremos d e la prote ína GFP parecen 
se r flex ibl es con res pecto a la es tructura be ta-ca n, denominada asC por la forma 
es tru ctura l de la prote ína la cual presenta 1·1 plieg ues anti parale los be ta en la parte 
ex te rna formando así un ci lindro muy compacto parec id o a una lata, por lo que la 
es tructura de la GFP no se distorsiona sign ifi ca tivam ente por la fusión co n otras 
prote ínas (Yan t et ni, ·¡ 996 ). 
Una de las aplicaciones más ex itosas, es fusion<Hlrl co n otras prote ína s y ,1sí 
mo nilorear lrl loca li zac ión y caracte rísti cas de la s prote ínas de inte rés utili zand o a 
In GFP co mo m<HCc1 d or o b<rnd era. L 1 fusión es re,1 li zrlda utili za nd o lrl secue nci<1 
del gen qu e codifi ca para la GFP junto co n la sec uenci,1 de l gen qu e codifi ca pMa la 
prote ína d e interés y la quimera res ultante se introdu ce a la cé lul a blanco de fo rm a 
de qu e se ex prese mantenie nd o las fun ciones normal es. Ya qu e e l tam,111 0 y l,1 
fo rm a de la GFP y los dife rentes pHs así co mo el pote nci,1 1 red ox de los di fe re ntes 
orga nelos ce lulares no parecen ser una barrera importante en la ex pres ión d e es ta 
pro te ín a, se han ob tenid o res ultad os ex itosos <11 ex presar y loca li zar quim e r,1s co n 
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aparato de Go lg i, perox isom as, vacuolas, fagoso mas, c itoesqu e le to y la me mbrana 
plasmábca pe rmibe ndo así su análisis" i11 vivo". 
Por otra parte la e norm e fl ex ibilidad que be ne como marcador no invasivo e n 
células vivas sirve para otras numerosas ap li caciones tales como, ubli zarla como 
control e n ex perimentos de transfección, monitorear la proteína en cé lula s v ivas, 
marcar cé lulas para protocolos d e separación de cé lulas acbvadas por fluorescencia 
(FACS), la e xpres ión de genes reporte ros y como una medida en e l es tudi o d e 
inte racc io nes prote ína-proteína . 
Los factores que afectan la expres ión o d e los c ual es d e pe nd e la d e tec tabilida d d e 
la GFP son los sig uie ntes: Canbdad total d e la GFP (número d e copias d e l gen y 
durac ió n de la expresión), eficiencia de la formac ió n d e l cro móforo despu és d e la 
lTadu cc ión (d isponibilidad de los chaperones, ti e mpo, te mpe ra tura, propi edad es 
moleculares d e la GFP madura o dimeri zación, competencia con otras se11ales d e 
fondo o co n autofluorescencia de cé lulas o medio de cultivo, calidad d e exc itaci ón 
y filtros d e e mi sió n), además, la prote ína requiere d e la prese ncia d e oxígeno para 
su e xpres ió n e n las e tapas te mpranas, particularm e nte para e l d es hidroge nado d e 
los enlaces a y 0 d e l res iduo 66 que se loca li za e n e l cromóforo. U na vez qu e la 
prote ína ha m adurad o e l oxígeno no ti e ne e fec to (Tsien Y., ·1998). 
La GFP or ig inal ha s ido modifi ca da d e varias mane ras tanto para la opbmi zclción 
de la flu o rescencia así como para una ma yo r ex pres ión y estabilidad e n dife re ntes 
s is te mas e ucariotas . 
Ex is te n dife re ntes var ia ntes d e la GFP dentro d e la s cual es esta la llclm cldcl 
Enhanced Green Fluorescent Protei n= EGFP. Es tc1 proteína ha sido modificada 
p;na optimi za r la o bte nció n de un a mayo r flu o resce nc ic1 y e xpres ió n e n cé lul as d e 
mamífe ro (exc itació n mc1xima =488 nm, e mi s ió n m c1 ximcl = 507nm ). El vector d e 
infonm1 ció n pEGFP cod ifi ca la va riante GFP mut"I qu e co nti e ne una s ubstitu c ió n d e 
dob ll' ,1rn in oric id o d e PhC'-64 ,1 LC'u y SC' r -65 ,1 Thr. FI cro m óforo dC' la FCFP li C' 1w 

una flu o resce ncic1 35 veces más cl lta que la GFP. S in e mb;u go la prote ína requie re 

d e promotores fuertes para s u ex pres ión, tal es co m o e l d e l c ito mega lov iru s (CMV), 
CV40 y e l d e l VIH, para que la d e tecc ión sea aprec i<1ble y mc1 s aún e n cé lula s d e 
m a m ífe ro (Ts ie n, 1998) . 
Ex iste n va ri os mé todos por medio d e los cual es se pu ed e co nseg uir la transfe re ncia 
d e ge nes co n un a cl ll í! e fi c ie ncia e n cé lul as, pa rti c ulrHm e nte d e mc1mífero. Ca d c1 un a 
d e las técni cc1s esta c1sociada a p ro bl e mas d e equipo co mo la e lec tropo r<1ció n y 1<1 
microinyecc ió n e n co mparació n co n técn icas co mo la transfecci ó n por medi o d e 
DEA E-Dex b·an y la Ca- prec ipitac ió n co n fosfato d e Calcio, siendo es ta s últimas 
técnicas se ncillas d e rea li za r y las cual es no requi e re n d e equipo es pec icll y por 
medi o d e las cuales se pu ed e n transfec tar cé lul as e ucariotas co n ADN genóm ico d e 
o tro o ri ge n (Pallad J., et ni, 1990) . 
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Las cé lul as MDCK, pertenecen a una línea ce lul cH derivad,1 de la porc1on 
ascend ente gruesa del asa de Henl e y de los túbulos distal y co lector co rti ca l, de l 
riñón d e una perra cocke r. Est,1 línea fue ob tenida en 1953 por tvladin y Darby 
(Mad in y Darby, 1958). La caracte rística principal de es ta línea celular es que puede 
formar i11 vitro monocapas ce lul ares qu e funcionan co mo epi te li o de transporte. 
En estado adu lto este tipo de epiteli o se encuentra recubriendo cav idad es y se 
enc uentra involucrado en e l movimiento vector ial de iones, agua y 
macromoléculas, dicho mov imiento inclu ye procesos co mo la absorción, sec rec ión 
e intercambio d e iones y diversos tipos de molécu las . 
Para ll eva r a cabo dichos procesos, prim ero se requiere de la orga nización de l 
citoesqu e le to para mantener la ad hes ión cé lula-cé lul a y la ad hes ión de la cé lul a ,1 1 
sus trato qu e en los tejidos esta representado por a la matri z ex t-r,1 ce lul ar. Seg und o, 
la di fe renciación de la membrana ce lul ar en dos dominios esh·uctura l v 
fu ncionalm e nte di fe rentes d enominados apical y bc1sol,1te ral. Cada domini o esta 
co mpuesto por dife re ntes grupos de proteínas, las cua les reg ul an e l transporte de 
iones y so lutos a h·éw és del ep ite li o (Yeman et 11/, ·1999). 
En es tas monocapc1 s se forman co mplejos prote icos para integra r uniones 
interce lul ares, co mo e l de las uniones estrec ha s (UE), respo ns,1b les de l 
mantenimie nto de la pe rmeabilidad pa race lul clr cll pc1so de iones, a pequ e l'ias 
moléc ula s y responsable del mantenimiento de la fu nción de barrera ep ite lial qu e 
impid e e l paso d e macromol écu la s y mi croo rga ni smos patógenos por la ruta 
prHa cc l u lcH. 
Las cé lul ,1s MDCK i11 uilro, for man un ep ite li o de tr,rnspo rte tanto transce lulcH 
como parace lul ar. El transporte transcelular cons is te en e l mov imie nto de iones y 
dgua a través de la membrana de l domini o apical y basolateral y es depe ndi ente de 
ATP. El transporte paracelular es pas ivo y se ll eva a cabo entre las uni ones de las 
cé lul cis, por lo qu e dich ,1s uni ones for ma n un,1 b,11Te r,1. L1s uni ones hcri11L' ti c,1s, 
so n la s qu e determinan y reg ul an la pe rm eabilicic1d de l !Tcrnsporte pMace lulcH. L1 
pe rm eabi lid ad es comúnm ente eva luada por medio de 1<1 res iste nci<l e léctrica 
transe pitc li cl l (TER) (Ledezma, 200·1). 
El citoesqu eleto en este tipo de célul as tiene un pc1pe l fu nd amenta l en mc11ltene r l,1 
polaridad, estructura y función epiletia l a h·avés de sus co mponentes co mo la 
actina, microtúbul os y los filam e ntos interm edi os. 
El citoesq ueleto de acti na interactúa co n la membran a ce lular a dife rentes ni ve les 
co mo so n las microve ll os id ades apica les, en sitios de co ntacto entre cé lula-cé lula y 
en s iti os de contacto cé lul a-s ubsh·ato . Ad emás los mi crofi lamentos de ac tin a junto 
co n la mi os ina I, se e ncuentra n in vo lu crados e n e l transporte de ves ículr1s 
des tin ad é1s a la región c1p ica l (Leiser et 11/ , ·1993). 
La actina también se e ncuentra dish·ibuida a lo lrHgo de la membrana por debajo 
de las microve ll osid es y en la membrana baso late ral fo rm ando parte de lo que se 
conoce co mo red cortica l (Mo ntes de Oca et 11 /, 1997). 
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En las células MDCK los filamentos intermedios se han observado-alrededor del 
núcleo extendiéndose hacia la periferia y conectc\ndose a los desmosomas y 
hemidesmosomas (Leiser et rzl, 1993) 
En las células MDCK no polarizadas los microtúbulos se organizan a partir de la 
región perinuclear y se ex tienden de forma uniforme en el citoplasma de la célula 
con sus extremos positivos hacia la periferia celular. Después del establecimiento 
de los contactos célula-célula y célula-substrato, los microtúbulos se reorganizan 
formando un conjunto denso de microtúbulos cortos orientados al azar en el 
citoplasma de la región subapical y a lo largo de la membrana basal. 
El citoesqueleto de estas células es rígido y bien estructurado en comparación con 
el de otras líneas celulares epiteliales. Esta característica ha sido utilizada 
convenientemente para estudiar los cambios que tienen lugar en la permeabilidad 
regulada por el citoesqueleto y ha sido un modelo útil para estudiar cambios en los 
epitelios durante la invasión por algunos microorganismos patógenos. 

IV. ANTECEDENTES. 

4.1. Generales. 
En 1981, Boschek y colaboradores, investigaron los cambios tempranos en la 
distribución y organización en los microfilamentos en células de embrión de pollo 
transformadas, haciendo tinciones con anticuerpos. Sus resultados mostraron que 
existe un rearreglo de los microfilamentos durante la infección con el virus del 
Sarcoma a diferentes tiempos, en la que participan actina, a-actinina, miosina y 
tropomiosina. 
Wolfe, en su publicación de 1993, reportó que un gran número de enfermedades se 
asocian con modificaciones al citoesqueleto, en particular en células que se 
encuentran en proceso de transformación como es el caso de las células cance rosas. 
Típicamente los micro filamentos en células transformadas cambian su 
conformación, concentrándose en zonas específicas de la célula . La proporción de 
actina despolimerizada se incrementa y las fibras de estrés presentes; generalmente 
desaparecen. Las uniones entre la actina y la membrana plasmática, llevada acabo 
vía proteínas como la vinculina y la talina, frecuentemente desaparecen. 
Gottlie y colaboradores, en 1993, estudiaron el papel que juegan los 
microfilamentos en cuanto a la endocitosis viral en los dominios apical y 
basolateral de células epiteliales polarizadas MDCK, transfectándolas con la 
secuencia de una proteína receptora del virus VSV conocida como proteína G la 
cual después se expresó de forma constante y tratar con citocalacina D, droga que 
induce la despolimerización del citoesqueleto de actina . En sus resultados 
encontraron que al tratar a las células con citocalacina D, se disminuye la 
endocitosis del virus VSV en la parte apical de la célula, pero no así en la parte 
basolateral, sugiriendo que la diferenciación en células polariz.1das es fundamental 
en los procesos que se refieren a la endocitosis por medio d? vesículas y que la 
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integridad en los filamentos de actina se requiere en la parte apical. Los filamentos 
asociados a la membrana y aquellos situados en las microvellosidades pueden 
formar el motor mecano-químico en cuanto al movimiento de los componentes de 
la membrana, lo cual provee la fuerza requerida para propiciar la invaginación de 
la membrana, formar vesículas hacia el espacio citoplásmico y endocitar varios 
tipos de moléculas. 
En los estudios sobre la dinámica del citoesqueleto realizados por Ott D. y 
colaboradores, en 1996, se demostró que tres proteínas del citoesqueleto se asocian 
con viriones del VIH en células H9 y CEMss. Estas proteínas se encuentran en 
distintas proporciones, la ezrina en un 2% y cofilina en un 10%, en algunas 
preparaciones la actina en un 15%, esto puede sugerir que el citoesqueleto esta 
involucrado con el ensamblaje y unión de los retrovirus. 
Higley y Way en una revisión realizada en 1997, mencionan que Listerirz 
monocytogenes, Shigella fiexueri, Srzlmonellrz sp. y Yersinirz sp., provocan una respuesta 
en la célula hospedera, involucrando la polimerización de la actina la cual facilita 
la entrada por fagocitosis de la bacteria al interior de la célula. Escliericirz coli entero 
patógena (EPEC), es una de las causas de la diarrea infantil; la unión de la EPEC a 
las células epiteliales induce la pérdida del borde de las microvellosidades y la 
polimerización de la actina en la célula hospedera, propiciando la formación de 
una estructura llamada pedestal la cual se localiza por debajo de la bacteria en la 
membrana celular y que corresponde a la zona de contacto. Por otro lado, se tienen 
reportes del comportamiento del citoesqueleto de actina durante la transcripción 
del genoma viral, la unión y el ensamblaje de las partículas virales. 
En una revisión de Cudmore y colaboradores, en 1997, sobre la relación de los 
virus con el citoesqueleto de actina, se describe que varios tipos de virus como los 
Oncornavirus, y los Paramixovirus interactúan con la actina de las células 
infectadas en distintas etapas de su ciclo de replicación modificando el arreglo del 
citoesqueleto, confiriéndoles ventajas al momento de la infección. 
El estudio de las citocinas en relación con los cambios de permeabilidad vascular 
en infecciones virales, ha sido abordada por distintos grupos de investigación. 
Blum y colaboradores en 1997, observaron el efecto del factor de necrosis tumoral­
alfa (TNF-alfa) y el interferon gamma (IFN-gamma) sobre la resistencia eléctrica 
transendotelial, que es un indicador del grado de permeabilidad paracelular a 
iones, en el endotelio microvascular de la dermis humana. Estos autores 
encontraron que células tratadas con estas citocinas, exhiben una drástica 
disminución de la resistencia eléctrica transendotelial (TER). Las monocapas 
tratadas con estas citocinas exhiben cambios morfológicos notables que se 
correlacionan con la redistribución de la molécula Z0-1 al nivel de la unión 
oclusora. Esta redistribución es dependiente de un rearreglo en el citoesqueleto de 
actina lo cual habla de una relación directa del citoesque.leto en respuesta a un 
estímulo. 
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Bunjaratvej y colaboradores en ·¡997, estudiaron el efecto del virus del Dengue 
sobre las células endoteliales, encontrando que se incrementa la proliferación 
celular y se producen cambios morfológicos. 
En 1998, Robert 's y Compans, reportaron que la morfología viral depende de la 
célula hospedera, trabajando con células epiteliales MDCK polarizadas, infectadas 
con el virus de la influenza A/Udorn/72. Se encontró que el fenotipo de las células 
polarizadas y la integridad de los filamentos de actina son un determinante celular 
de la morfología del virus filamentoso de la influenza. 
En 1998, Bonner S. y colaboradores, utilizando células endoteliales corno sistema 
modelo para investigar el Síndrome de Choque por Dengue, observaron que las 
células endoteliales presentaban replicación del virus además de que se aumenta la 
permeabilidad, y concluyeron que las monocapas de células endoteliales ECV304, 
son un sistema lo suficientemente sensible para detectar las respuestas de 
permeabilidad al infectar con el virus. 
Dentro de los cambios sobre la dinámica de actina, se ha estudiado el papel de los 
cambios en la distribución del citoesqueleto de actina en relación con la 
permeabilidad endotelial. Por ejemplo, Vouret-Claviari y colaboradores en 1999, 
estudiaron los efectos de algunas toxinas bacterianas sobre la redistribución del 
citoesqueleto de actina y alteraciones en la permeabilidad en células endoteliales 
de cordón umbilical; vieron que toxinas como la toxina letal secretada por 
Clostridium sordelli al inhibir específicamente a proteínas como RAC, RAS y RAP, 
es capaz de incrementar la formación de fibras de tensión de actina y aumentar la 
permeabilidad endotelial. 
Ploubidou y colaboradores mencionaron en el año 2001, como parte introductoria 
de su investigación, que en 1970 por medio de microfotografías se pudieron 
observar células infectadas con partículas virales las cuales tenían una asociación 
estrecha con elementos del citoesqueleto y posteriormente la desorganización del 
citoesqueleto resultaba en una reducida producción de virus. En su revisión sobre 
el transporte viral y el citoesqueleto, mencionan que realmente el citoesqueleto de 
la célula hospedera esta involucrado por medio del tráfico vesicular membrana], 
donde los elementos de los microtúbulos se encuentran relacionados con el 
transporte retrogrado y anterogrado de la cá psi de o de los com piejos 
nucleoprotéicos. El papel de la actina por otro lado, en gran parte parece estar 
relacionado con los procesos concernientes a la membrana celular, los cuales 
incluyen la entrada y salida de los virus. Además, la actina puede participar en 
mecanismos que facilitan el ensamblaje de las partículas virales en la membrana 
plasmática y activamente en el transporte activo hacia el exterior con el virus 
vaccinia. 

4.2. Específicos. 
Gorman y colaboradores en 1982, trabajaron con una parte de la secuencia del 
virus del Sarcoma RSV LTR, utilizada como promotor de expresión de distintas 
secuencias proteicas, este ultimo fue introducido en distintas líneas celulares por 
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medio de transfección con la técnica de ca-precipitado con fosfato de calcio, y 
concluyen que este promotor es muy eficiente para la expresión de distintas 
secuencias proteicas en una gran variedad de células. 
La introducción de ADN exógeno que codifica para genes reporteros en células 
eucariotas a permitido el estudio de la expresión de genes a nivel molecular. En 
1991, Rupprencht A y Coleman D., realizaron estudios con cultivos primarios de 
macrófagos transfectados con un gen reportero, cloranfenicol acetil-transferasa 
(CAT) usando tres técnicas, DEAE-Dextran, ca-precipitado con fosfato de calcio y 
lipofectina. Encontraron que la técnica de DEAE-Dextran presenta mucho mayor 
eficiencia de transfección en los macrófagos y que la transfección con el gen 
reportero CAT permite la caracterización y la regulación de este mismo. 
En 1992, Schevzov y colaboradores estudiaron los impactos en la citoarquitectura 
de rnioblastos C2 al sobreexpresar los genes p y y actina, introduciendo las 
secuencias de cada uno por medio de transfección con la técnica de ca-precipitado 
con fosfato de calcio. En sus resultados observan que al expresar estos genes en las 
células, contrario a lo que se pensaba, los genes no son equivalentes y que la 
sobreexpresión de ambos genes resulta en cambios en la expresión relativa de los 
genes de la P-actina y y-actina. Altos niveles de expresión del gen de la P-actina 
resulta en un incremento en el área de las células y en contraste altos niveles de 
expresión del gen de la y-actina, resultan en un significante decremento en el área 
de las células. Los cambios en la citoarquitectura de las células al introducir los 
genes de la P-actina y y-actina humana provoca la alteración en la organización de 
los filamentos. La comparación de sus datos les sugiere fuertemente que los dos 
genes transfectados en las células no son equivalentes y probablemente estos dos 
genes codifican información estructural diferente para las células. 
Por más de 20 años se había estado utilizando la técnica de ca-precipitado con 
fosfato de calcio pero hasta 1996, Jordan y colaboradores, estudiaron la forma de 
optimizar los parámetros críticos que afectan la formación de precipitados con 
calcio-fosfato, determinando que el tiempo de incubación del calcio-fosfato con el 
ADN por 20min a temperatura ambiente es crucial para obtener mayor cantidad de 
precipitado, además de que la concentración de ADN que se recomienda está en el 
intervalo entre 25 y SOµg, la concentración del CaCl2 de 250mM y la del fosfato de 
O.SM. Al utilizar las soluciones a 37º C aumentan los precipitados, lo cual 
incrementa, las probabilidades de transfección. 
Para estudiar la dinámica de los filamentos de achna y su participación durante el 
movimiento celular y la quimiotaxis, Westphal y colaboradores en 1997, 
monitorearon esta dinámica usando una fusión de la proteína verde fluorescente 
con actina (GFP-actin), demostrando que con el uso de la fusión de GFP-achna es 
posible estudiar y monitorear la dinámica de la actina en cuanto a su acumulación 
y desensam blaje en células vivas, además de que con ello se puede omitir el uso de 
faloidina o anticuerpos marcados, los cuales solo pueden ser usados con células 
fijadas. Además la mayoría de la GFP-actina transfectada o exógena, podía ser 
visualizada en mayor proporción como F-actina. Por otro lado una de las 
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aplicaciones más interesantes de la GFP-actina es el monitoreo del ensamblaje y 
desensamblaje de la actina observando los cambios en la forma y el 
comportamiento en células que se mueven rápidamente. 
La cantidad, la localización y la organización de los filamentos de actina están 
relacionados con importantes procesos en las células eucariotas, por lo que Pang y 
colaboradores en 1997, trabajaron con la fusión de la proteína verde fluorescente 
(GFP) unida a ABD, una proteína de unión a actina, utilizando como modelo a la 
forma amiboidea de Dictyosteliu111 y observaron el patrón de fluorescencia de las 
células que expresaban la GFP-ABD. La actina fluorescente se encontraba 
exclusivamente en la zona cortical y se expresaba fuertemente en los urópodos, 
además de que existía colocalización con la actina tef\ida con faloidina-rodamina. 
La unión de la GFP-ABD mostró una asociación del 40.4% con el citoesqueleto. La 
localización de la GFP en la unión GFP-ABD se alteró con la fijación; mostrando 
una deslocalización de la GFP después de 20-30seg después de la adición de los 
fijadores, esto sugiere que la GFP-ABD puede tener una baja afinidad por la F­
actina una vez que es disociada rápidamente durante la permeabilización. 
Ballestrem y colaboradores en 1998, estudiaron la dinámica de la actina en células 
vivas de mamífero, por medio de la transfección de células B16F1, Fibroblastos 
3T3, células CHO y células t.Ent3 con la fusión de la proteína verde fluorescente 
(EGFP) y la B-actina, encontrando que esta fusión provee una importante 
herramienta para el estudio de los cambios dinámicos de los diferentes 
componentes del citoesqueleto de achna. Ya que el citoesqueleto de actina se 
encuentra relacionado con un vasto número de funciones celulares, la fusión de 
EGFP y la B-actina, puede ayudar a dar una idea más clara de la función de esta 
proteína en células vivas. 
En el año 2000, Wittenmayer y colaboradores caracterizaron de forma funcional a 
la proteína verde fluorescente fusionada con la proteína profilina, esta última es 
considerada un importante regulador de la dinámica de la F-actina en las células. 
Ellos probaron las fusiones de las profilinas I y II provenientes de ratón con la GFP 
unida a su extremo N-Terminal y al extremo C-Terminal para cada una, 
expresándolas en E. coli y observando la afinidad de esta en poliprolina-sefarosa, 
cuantificando la afinidad por medio de ensayos de polimerización, también se 
pusieron a interaccionar con la V ASP, un ligando rico en prolina para profilina 
analizando por medio de ELISA y la unión de las proteínas a Ptdlns. Sus 
resultados muestran que la fusión de la GFP al extremo C-Terminal de la profilina 
I disminuye la unión a la prolina. En contraste la oh·a fusión de la proteína se une 
a la poliprolina-sefarosa y a la V ASP. La unión a la Ptdlns no fue 
significativamente alterada. Además, la fusión de cada una de las isoformas de la 
proteína con la GFP no disminuye la afinidad a actina. En estudios de localización 
en células de mamífero, todas las fusiones mostraron la localización esperada de la 
profilina en las zonas de mayor dinámica de actina. Finalmente concluyen que la 
fusión de la EGFP con otras proteínas, es una herramienta de mucha utilidad en los 
estudios de localización celular de proteínas como profilina, la cual es de pequeño 
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tamai'lo en comparación con la GFP y que la fusión de la GFP a cualquiera de los 
dos extremos, N- y C- terminal de cada una de las isoformas de la proteína 
profilina, pe rmiten obtener los dos ligandos de unión y así identificar los s itios o 
las proteínas a las que se une; lo cual quiere d ecir que la inserción de la GFP en 
cualquiera d e los d os ex tremos no afec ta la ex presión . 
En el 2001, Batard y colaboradores, usando células HEK-293, y una línea celular 
recombinante CHO, en estudios de microscopía confocal , citometría de flujo y el 
uso de vectores con secuencias unidas a la proteína ve rde fluorescente (EGFP), 
estudiaron la penetración del ADN y su expresión en las células, usando el método 
de transfección de ca-precipitado con fosfato de calcio (Ca-Pi). Sus resultados 
indican que existe una endocitosis durante la transfección con Ca-Pi y el aumento 
d e la expresión al momento de tratar con una solución de glicerol, no incrementa 
la entrada del ADN, además de que la transferencia de un alto número de copias 
del ADN plasmídico correlaciona con el alto nivel de expresión . Y por último que 
la expresión de la EGFP en células es un buen indicador para la co-transfección de 
un segundo gen de interés. 
Herget-Rosenthal y colaboradores en 2001, estudiaron las características de la 
proteína amarilla fluorescente (Enhanced Yellow Fluorescein Protein), fusionada 
con la P-actina (pEYFP-actina); este plásmido es una variante de la GFP y fue 
utili zado para transfectar cé lulas epiteliales LLC-PK. Por medio de microscopía se 
s ig uió la dinámica de actina en ausencia y presencia de ATP, simulando un 
proceso de Isquemia in vitro. Se encontró que la EYFP-actina se incorpora 
mayormente a las fibras de estrés, a la actina cortical y a las microvellosidades, 
además de que colocaliza con la actina endógena tei'lida con faloidina en células 
fijadas. De forma paralela, la ausencia de ATP induce la formación de agregados 
perinucleares de la EYFP-actina colocalizando con la F-actina endógena. Al 
mom ento d e volver a colocar el ATP en el medio, después de 30min existe un alto 
grado de agregación entre la formación de la F-actina de la EYFP-actina y la actina 
endógena. La ausencia de ATP a tiempos cortos parece afectar de forma clara a las 
fibras de estrés sin afectar al anillo cortical ni a las microvellosidades y sin que la 
actina sé despolimerize. Estos datos indicaron que la EYFP-actina no altera las 
características ni la morfología de la de actina endógena de las células LLC-PK 
además de que esta línea celular, es un buen modelo para el estudio de la Isquemia 
Íll vitro. 
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V. JUSTIFICACIÓN. 
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Basándose en todo lo antes expuesto, en el prese nte trabajo se pretende establecer 
las condiciones óptimas para el estudio del citoesqueleto de actina en células vivas, 
utili za ndo como modelo la línea celular MDCK, e n condiciones normales y al 
infectar con el virus del Dengue serotipo 2 (VD-2). En estas células se ha 
establecido claramente la regulación de la permeabilidad por el citoesqueleto de 
actina y además es un sistema favorable a la transfecc ión y ex pres ión de proteínas 
exógenas . Tomando como premisa que las propiedad es morfológicas y las 
funciones d e las células no se ven alteradas por la expresión de la proteína verde 
fluorescente fusionada con actina, el objetivo del presente trabajo es obtener células 
que expresen la proteína verde fluorescente fusionada con ~-actina humana 
(EGFP-actina), observar su distribución y organización dentro de las células y 
monitorear las modificaciones provocadas por la infecc ión con e l virus. 

VI. OBJETIVOS. 

General 
Expresión de actina fluorescente en células transfectadas, observar su distribución 
y organización dentro del citoplasma y monitoreClr las modifi cac iones cCl usadas 
por la infección con el VD-2. 

Para llevar a cabo el presente estudio, se plantearon los siguientes objetivos 
particulares: 

> Construcción del vector p(EYFP-actin) , (control mock). 
> Clonación de células transfectadas. 
> Infección de células MDCK con el VD-2. 
> Observación y caracterización de las modificaciones de actina en células 

transfectadas, infectadas con el VD-2 en etapas tempranas y tardías . 
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VII. MATERIALES Y MÉTODOS. 

Materiales. 
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Los plásmidos pEGFP-Actin y pEYFP-Actin, utilizados para realizar los 
experimentos de transfección, fueron adquiridos en Clontech Laboratories Inc. 
(Palo Alto California, USA), él último plásmido fue tomado como base para la 
construcción del control mock, p(EYFP-actin)-, 
Las endonucleasas de restricción junto con los buffers de reacción, utilizados para 
los análisis de restricción de los plásmidos, fueron adquiridos en BioLabs Inc. 
(New England) . 
Las células epiteliales usadas como sistema modelo para la expresión de la 
proteína fluorescente unida a actina fue la línea celular MDCK (Madin Darby 
Canine Kidney), provenientes de la colección americana de cultivos celulares 
(ATCC). 
Los reactivos para las tinciones e inmunotinciones fueron adquiridos de distintas 

fuentes. La Faloidina-Rodamina fue adquirida en Molecular Probes OR U. S. A. El 
anticuerpo monoclonal de ratón específico para la proteína E del virus dengue 
serotipo 2, fue donado por el Instituto Pedro Kourí (Habana, Cuba). El anticuerpo 
monoclonal anti ~-tubulina total fue adquirido en ICN Biomedicals Costa Mesa, 
CA. (Cat No. 633781). El segundo anticuerpo utilizado para las inmunotinciones 
indirectas, fue el anticuerpo monoclonal Alexa Fluor 488 anti ratón IgG conjugado, 
y fue adquirido en Molecular Probes OR U.S.A. 
Por otro lado el virus Dengue serotipo 2 utilizado en los experimentos de infección, 
fue aislado del suero de un paciente en el Instituto de Diagnostico y Referencia 
Epidemiológica (INDRE), con 14 pases en células de larva de mosquito C6/36, y 
titulado en células BHK 21. 

Preparación de células competentes (Ca++). 
Para la obtención del ADN plasmídico del vector pEGFP-Actin y del ADN de la 
construcción p(EYFP-actin)-, que se usaron para los experimentos de transfección, 
se hizo el cultivo de bacterias E. coli cepa DH10B, utilizándolas como células 
almacenadoras, en las cuales se propagó el ADN plasmídico. La preparación y 
transformación de las bacterias se basa en tratarlas con soluciones frías de CaCI2, 
ya que aparentemente el tratamiento induce un estado transiente de competencia 
durante la introducción de ADN plasmídico o de otras fuentes. Para la preparación 
de las bacterias, se utilizaron cultivos de una noche, en medio TYM (2% Bacto­
Tryptona, 0.5% extracto de levadura, 0.01MNaCIy10mM Mg SQ4), cuantificando 
el crecimiento en un espectrofotómetro hasta obtener una densidad óptica de 0.6 a 
600nrn. Las bacterias. competentes se colocaron en tubos ¡,ara ser centrifugadas a 
4000rpm, 15min a 4ºC, posteriormente el concentrado cefolar fue resuspendido 
con la solución de TFB I (30mM KOAc pH 7, 50mM MnC12, 100mM KCI, 10 mM 
CaCI y 15% glicerol), centrifugado a 4000rpm, 15min a 4ºC. La pastilla resultante 
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fue resuspendida con la solución de TFB II (lümM MOPS pH 7.0 /, 75 mM CaCl2, 
lümM KCl y 15% glicerol). Las bacterias fueron alicuotadas en tubos eppendorf 
previamente etiquetados y congeladas con etanol-hielo seco. La eficiencia de 
transformación se analizó, trasformando a las bacterias con ADN plasmídico 
purificado por CsCl. Las bacterias se plaquearon en cajas petri con medio Luria 
(LB) y antibiótico (Kanamicina, 30µg/ mi). 

Transformación. 
Las células competentes DH10B con una eficiencia de transformación de 1X106 

bac/µg de ADN, se transformaron con el ADN plasmídico, colocando en un tubo 
de ensaye de cristal pre-enfriado 25ng del ADN plasmídico, se mezclaron con 
100µ1 de sol. TFB II y por último se adicionó 50µ1 de las bacterias competentes. La 
mezcla fue incubada a 4ºC por lümin para propiciar que el ADN adicionado se 
adhiriera a la pared celular de las bacterias, posteriormente se les dio un choque 
térmico a 42ºC durante 1.5min, esto facilita que la bacteria pueda incorporar el 
ADN. Después de este lapso de tiempo las células fueron enfriadas en hielo por 
2min y colocadas a Temperatura ambiente (Tº amb.) 5min, al final se agregaron 
850µ1 de medio LB y se incubaron a 37ºC durante lhr en agitación continua. Del 
total de la transformación se tomaron 200µ1 y 300µ1 para plaquear en cajas petri 
con medio LB conteniendo Kanamicina (30µg/ml). 

Obtención y Extracción del ADN Plasmídico. 
La construcción del vector mock p(EYFP-actin)-, se realizó tomando como base el 
ADN del plásmido pEYFP-Actin. Este vector presenta una secuencia idéntica a la 
del vector pEGFP-Actin y solo difiere en algunas mutaciones especificas para 
cuatro secuencias de aminoácidos ( Ser-65 por Gly, Val-68 por Leu, Ser-72 por Ala 
y THr-203 por Tyr) que son los que le dan la coloración amarilla al expresarse en 
células. La construcción del vector se realizó deletando la secuencia que codifica 
para la proteína amarilla fluorescente (EYFP-actina) por medio de una doble 
digestión con el uso de enzimas de restricción, Pst I y Bn111H I (Bio-Labs) a 37ºC, 
toda la noche. Con esta doble digestión, se liberaron dos fragmentos. Para esta 
reacción se utilizaron 6.8µg del ADN plasmídico del vector pEYFP-actin. 
Después de concluida la reacción sé inactivaron las enzimas de restricción con 
calor a 80ºC por 20min, en un termoblock, posteriormente se precipitaron los 
fragmentos de ADN con acetato de sodio (1 /10 en vol.) y etanol absoluto frío (2.5 
vol.). El ADN sé resuspendió en agua Milli-Q, para realizar la reacción de 
rellenado de los extremos de cadena sencilla de cada fragmento, junto con la 
enzima T4 DNA Polimerasa (Bio-Labs), dejando incubar a 12º por 20min. 
Los fragmentos obtenidos de la doble digestión, fueron separados por 
electrofóresis en un gel de agarosa al 1 % en TBE (tris-boratos/EDTA). La 
electrofóresis permite determinar el tamaño en pares de bases de ADN al hacer 
pasar una corriente eléctrica a través del gel propiciando la migración de las 
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bandas teflidas con u\isoiución de azul de bromofenol y xilano para indicar la 
posición de las bandas en el gel y con bromuro de etidio para identificar las 
bandas con luz ultravioleta (UV). La migración de las bandas depende de su 
tamaño, ya que bandas de tamaño pequeño migran más rápido y bandas de 
tamaño más grande migran más lento. Los fragmentos corridos en el gel fueron 
observados con luz UV. La purificación del fragmento de 4162pb se hizo cortando 
la banda directamente del gel, para colocarlo en un tubo eppendorf, donde se 
fundió la con agarosa calor. El fragmento de 4162pb fue separado del gel 
utilizando un Kit de purificación de ADN (Plasmid Miniprep Kit de BIO RAD). El 
fragmento purificado, finalmente fue religado utilizando la enzima T4 DNA Ligasa 
(GIBCO BRL, Life Technologies). La reacción se realizó incubando toda la noche a 
Tº amb., para finalmente obtener el vector llamado p(EYFP-actin)-, el cual fue 
utilizado como control mock. 
Las bacterias Ca++ cepa DHlOB, fueron transformadas con el vector mock p(EYFP­
actin)-, posteriormente de las colonias obtenidas, se extrajo ADN plasmídico por la u.11.A.11 ca•HS 
técnica de STET-prep (Sambrook, 1989).Técnica con la cual se puede extraer ADN a 
pequeña escala y se basa en la lísis de las células bacterianas por medio de calor. 
Las células bacterianas fueron cultivadas en medio LB toda la noche, 
posteriormente sé centrifugaron a 12,000rpm por 30seg, la pastilla fue 
resuspendida en 350µ1 de sol. STET (NaCI 0.1M, Tris-NaCl10mM pH 8.0, EDTA 
lmM pH 8.0,triton X-100 5%) 8%, se agregaron 25~d de lisosima y se mezcló 
perfectamente para posteriormente colocarlas en agua hirviendo por 50seg, la 
solución viscosa fue centrifugada a 12,000rpm por 10min recuperando el 
sobrenadante y precipitando con acetato de sodio 2.5M e Isopropanol dejando 
reposar lümin a temperatura ambiente. Nuevamente se volvió a centrifugar a 
12,000rpm, 5min a 4ºC y la pastilla fue resuspendida en etano l al 70% para 
eliminar el isopropanol y se centrifugó a 12,000rpm, 2min a 4ºC. Fina lm ente, la 
pastilla fue resuspendida en solución TE (Tris-HCI l OrnM, EDT A 1 rnM). El ADN 
obtenido de cada clona (células provenientes de una misma colonia), fue analizado 
por medio de digestiones con enzimas de restricción EcoR V, Brm1H 1, Avr 11 y Hiuc 
11. 
Una de las colonias positivas fue elegida para realizar la extracción del ADN 
plasmídico a mayor escala y luego purificarlo por medio de la técnica de 
gradientes de equilibrio de Cloruro de Cesio (CsCI) Bromuro de Etidio (Sambrook, 
1989). La técnica esta basada en la obtención del ADN plasmídico por medio del 
cultivo a gran escala de las célu las bacterianas de donde se extrajo el ADN 
plasrnídico. Las células fueron crecidas en medio LB en cultivos de toda la noche, 
posteriormente las células fueron centrifugadas a SOOOrpm, 10min a 4ºC en una 
centrifuga SORV ALL con el rotor GSA para eliminar e l medio. La pastilla fue 
resuspendida en solución TS (Tris-sacarosa) adicionando solución ELT (EDTA 
lOOmM, lisosima 2mg/ml y triton 0.1 % en H20), dejando reposar 10min a Tº amb. 
Posteriormente las células se ca lentaron en baf'lo maria a 70ºC durante 10min 
exactos, la so luci ón calentada fue centrifugada en una ultracentrífuga Beckman con 
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el rotor 70.1Tia40,000rpm por 20min a 4ºC, el sobrenadante fue recuperado en un 
tubo Corex de cristal y se adicionó un volumen ·u de PEG-NaCI dejando reposar 
30min a Tº amb. La solución fue centrifugada en la centrifuga SORVALL con el 
rotor SS a 7,000rpm 10min a 4ºC, resuspendiendo la pastilla en solución TE, a la 
cual se le agregaron 25µ1 de RNAsas libre de DNAsas y se incubaron a 37º por 
2hrs. Después de este tiempo se adicionaron 4gr de CsCI en tubos para rotor NVT-
90, y 300µ1 de bromuro de Etidio. Los tubos se calibraron en la balanza analítica 
con solución TE y tapando perfectamente. El ADN plasmídico fue centrifugado a 
90,000rpm durante 16hrs a 20ºC en la ultracentrífuga Beckman, dando como 
resultado un gradiente de densidad, del cual sé extrajo la banda que contenía el 
ADN plasmídico en un cuarto obscuro haciendo incidir luz UV sobre el tubo para 
que fluoresciera el ADN marcado con el bromuro de etidio. A la solución extraída 
se le adicionó un volumen 1:1 de Isopropanol saturado para eliminar el Bromuro 
de Etidio (color rojo), repitiendo este paso tres veces hasta que la solución quedo 
transparente, posteriormente se colocaron tres volúmenes de etanol al 70% a cada 
tubo, dejando a -20ºC toda la noche. Los tubos fueron centrifugados a 8,500rpm 
15min a 4ºC, la pastilla fue resuspendida en TE y el ADN plasmídico fue extraído 
con fenol-cloroformo colocando un volumen 1:1, centrifugando a 12,000rpm, 
lümin. Se tomó Ja parte acuosa (arriba) y sé precipitó con 1/ 10 en volumen de 
acetato de sodio y 2.5 volúmenes de etanol absoluto frío, dejando a -70ºC, 20min. 
La red de ADN que se aprecia en este paso, se centrifugó a 12000rpm a 4ºC y 
finalmente fue resuspendida en 200µ1 de TE. El ADN ex traído por esta técn ica fue 
cuantificado en un espectrofotómetro a una longitud de onda de 260nm. Alícuotas 
del mismo, se digirieron con enzimas de restricción, para analizar su patrón de 
restricción . Las enzimas utilizadas fueron AvR II y Hi11c II. 
La extracción de ADN del plásmido pEGFP-Actin, se realizó utilizando 200ng, del 
ADN original (Clontech), trasformando bacterias E. coli Ca ++ DH10B, y plaqueadas 
en medio LB con Kanamicina (30µg/ml). Las colonias que crecieron en estas 
condiciones fueron utilizadas para la extracción del ADN plasmídico con la técnica 
de STETprep (Sarnbrook, 1989) y se analizaron por medio de digestiones con 
enzimas de restricción EcoR V, Bnl/IH 1, Avr II y Hill c 11. Finalmente, se extrajo el 
ADN plasmídico por la técnica de CsCl (descrita anteriormente) resuspendiendo 
en 200~tl finales de solución TE. 
Los dos vec tores de expresión pEGFP-Actin y p(EYFP-actin)-, fueron utili zados 
para realizar los experimentos de transfección. 

Cultivos celulares. 
La línea celular MDCK, se utilizó en los pasajes 50-70. Las células fueron 
sembradas a una densidad de 5x104 en botellas para cultivo de 25cm 2 (esta es la 
razón de pase normal recomendada por semana) . Se cultivaron en medio 
modificado Eagle-Dulbeco-Vüigt (DMEM) complementado con 10% de suero fetal 
bovino (SFB) (GIBCO), 1 % de L-Glutamina (200mM), insulina al 1 % (Eli Lilly, 
México D. F.), lOOu/ ml de penicilina y 100u/ mi de es treptomicina (IN VITRO S. A. 
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México D. F.). Los cultivos fueron crecidos en botellas desechables para cultivo, en 
una incubadora con atmósfera de 95% de aire y 5% de C02 a 37ºC (Forma 
Scientific) . El pH se mantuvo en un intervalo de entre 7.2-7.4. Las células se 
desprendieron para su resiembra, utilizando una solución de Tripsina-Verseno al 
0.05 % (IN VITRO S. A. México D. F.) previamente lavadas con PBS ·1 X. Para 
realizar los experimentos se utilizó el mismo protocolo, solo variando la densidad 
celular y los requerimientos de cada técnica. 
La congelación de las células para mantener el "stock", se hizo sembrando a una 
densidad de 5X105cél/ml en botellas de 75cm2 con lüml de medio DMEM 
complementado, con un cambio de medio a las 24hrs de incubación, la congelación 
se realizó a las 48hrs de incubación lavando a las células con PBS lX a 37ºC dos 
veces, posteriormente tripsinando con 2ml de tripsina-verseno 0.05 % dejando 
actuar durante 10-20min. Después de este lapso de tiempo las células fueron 
resuspendidas en medio y centrifugadas a lOOOrpm por 5min. El número de 
células se cuantificó en una cámara de Neubauer para obtener una concentración 
de 3Xl06cél/ml. La pastilla fue resuspendida en medio DMEM+SFB al 10% y 
posteriormente con medio DMEM+Dimetil sulfu xido (DMSO al 10%) muy 
cuidadosamente, otra parte de la suspensión celular se utilizó para tener un control 
de esterilidad con medio Luria. La suspensión fue colocada en tubos de 
congelación con lml de medio cada uno, previamente etiquetados. Los tubos 
fueron colocados a -20ºC durante 1 hr, pasado el tiempo se colocaron en el 
congelador REVCO a -70ºC por 24hrs. Finalmente, los tubos fueron colocados en 
varillas de aluminio etiquetadas y puestas en N2 liquido. Después de siete días se 
descongeló un tubo para realizar una prueba de viabilidad . 
La descongelación de las células se realizó sacando un tubo del N2 liquido, dando 
un choque térmico, pasando rápidamente a un vaso con agua a 37ºC. El tubo fue 
lavado perfectamente con etanol al 70%, la suspensión celular fue resuspendida en 
5ml de medio y centrifugada a 1000rpm por 5min para eliminar el DMSO, la 
pastilla fue resuspendida en 5ml de medio DMEM complementado. Las células 
fueron sembradas en una botella de 25cm2 a alta densidad, incubando a 37ºC con 
5% de C02. Después de que las células llegaron a confluencia se les dio un pase 1:2 
y posteriormente un pase 1 :5, después de esto se siguió con el pase normal 
recomendado. 

Transfección de células MDCK. 
Las células MDCK sé transfectaron con los vectores de expresión pEGFP-Actin, el 
cual contiene un sitio múltiple de clonación donde se encuentra la secuencia 
completa que codifica para la proteína verde fluorescente unida a la secuencia de 
~-actina humana. El vector pEGFP-Actin junto con el vector p(EYFP-actin)­
contienen un promotor de citomegalovirus (CMV) para permitir la expresión en 
células de mamífero, una zona de poliadenilación de SV40, un promotor de 
expresión bacteriana de resistencia a Kanamicina, un gen de resistencia a 
neomicina/kanamicina y un sitio de poliadenilación del Herpes Simplex Virus 
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(HSV ). El vector de ex presión p(EYFP-actin) antes mencionado, fu e utili zado 
co mo un conlrol de Lr,1nsfección (mock) (ver apéndice). 

Los experimentos de transfección se realizaron por medio de la técnica de co­
precipitado con fosfato de calcio (Ca-Pi) (Jordan et ni, 1996), (Ver esquema, Pág. 26), 
con algunas modificaciones, utilizando ·1oµg de ADN de cada vector, pEGFP-Actin 
y p(EYFP-actin) previamente precipitados con acetato de sodio y etanol absoluto 
a -70ºC y centrifugando a 12000rpm a 4ºC, la pastilla fue finalmente resuspendida 
en 10µ1 de agua Milli-Q estéril. Cada uno de los plásmidos, fue mezclado con una 
solución de CaCl 0.25 M y HBS 2X pH 7.05 (NaCI HEPES, Na2 HP04 anhidro), 
incubando durante 20min a temperatura ambiente (Las proporciones fueron las 
siguientes: 10 µg de ADN pEGFP-Actin o p(EYFP-actin)- purificados por CsCl, 
250µ1 CaCl 0.2M y 250µ1 HBS 2X, para botellas con 5 mi de medio). Las células 
MDCK fueron sembradas 24hrs antes, a una densidad de 6x105 cé l/ ml, obteniendo 
una confluencia del 80% después de 24hrs a 37ºC con 5% de C02. A estas células se 
les adicionó la solución de ADN/CaCl /HBS 2X, cuidadosamente junto con el 
m edio de crecimiento y se dejaron en incubación durante 24hrs a 37ºC con 5% de 
C02. Después de este lapso de tiempo se les dio un choq ue de Glicerol al 15% en un 
buffer HEPES/NaCl, para aumentar la eficiencia de transfección, la solución de 
Glicerol al 15% se adicionó a la monocapa previa decantación del medio y se 
adicionó un 1ml de solución (precalentada a 37ºC) durante 3min a 37ºC. 
Posteriormente la monocapa fue lavada con PBS 1X, dos veces y una vez con 
medio, adicionando por ultimo medio fresco continuando con la incubación por 
24hrs más. 
Después de 48hrs post transfección las células fueron sometidas a la selecc ión para 
distinguir transfecciones estables adicionando G-418 (Geneticina, droga aná loga a 
neomicina) a una concentración de 600µg / ml. La incubación se continuó haciendo 
cambios de medio con droga cada tres o cuatro días con la subsecuente muerte 
celular, de las células que no habían integrado el vector que confiere la resistencia a 
G-418. Después de dos o tres semanas quedaron solamente las colonias de células 
resistentes a la droga. El monitoreo se realizó por medio de un microscopio 
invertido marca Olympus de fluorescencia con el filtro verde. Una vez obtenidas 
las colonias resistentes, estas fueron tripsinadas para resembrar una parte y la otra 
congelarla para realizar los experimentos posteriores. 

Clonación de expresiones estables. 
Ya que la expresión de la actina fluorescente en la población de células 
transfectadas no es homogénea en todas las células, fue necesaria la clonación (la 
obtención de poblaciones celulares provenientes de una misma célula). Este 
procedimiento se llevó a cabo sembrando células h·ansfectadas en placas de 96 
pozos que contienen 12 columnas. A cada uno de los pozos de cada columna, se les 
agregó un inóc ulo de 100µ1 de medio conteniendo un a densidad apro ximada de 
350 célj ml y resembrando por dilución los pozos siguientes hasta llegar el! octavo 
pozo de cada columna. Las clonas qu e se obtuvi eron fu eron seleccionadas 
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procurando que so lo se e nconh·ará una célula en el pozo, estas se inrnbaron a 37ºC 
con 5% de C02 hasta que cada una de las clonas de mayor expresión determinada 
mediante la visualización de la fluorescencia de la proteína exógena, llegará a 
confluencia, para posteriormente ampliar la población. Las clonas seleccionadas 
fueron trispinadas y resembradas en cajas petri de 30mm de diámetro, 
posteriormente se les dio un pase 1 :2 para finalmente darles el pase semanal 
recomendado. Una parte de cada clona fue congelada para utilizarse en los 
experimentos posteriores. 

Fijación de células. 
Para cada experimento que requirió la fijación de las células, fueron sembradas en 
placas de seis pozos, sobre cubreobjetos, en medio DMEM complementado, 
después del tiempo de incubación requerido para cada experimento, las células 
fueron lavadas con PBS lX a 37ºC dos veces y fijadas con Formaldehido al 4% (en 
PBS lX) (Grado ultra puro, Tousimis Research Co., Rockville, MD) durante 20min 
a temperatura ambiente, posteriormente fueron lavadas dos veces con PBS 1 X y se 
permeabilizaron con Tritón lOOX 0.2% (en PBS ·1x) durante 6min a Tº amb. Las 
células fueron mantenidas en PBS 1X a 4ºC, hasta el momento de realizar las 
tinciones. 

Tinción directa de F-actina. 
Para la tinción directa con faloidina en las células MDCK, se tomaron 10µ1 de 
faloidina-rodamina y se evaporaron por centrifugación en un Speed Vac durante 
15min y la pastilla fue resuspendida en 200µ1 de PBS 1X. Las cé lulas ya fijadas en el 
cubreobjetos fueron colocadas sobre portaobjetos conteniendo 25µ1 de Faloidina­
rodamina y se incubaron en cámara húmeda durante 20min a Tº amb. Finalmente, 
las células en los cubreobjetos fueron montadas en portaobjetos con una gota de 
Gelvatol y selladas con barniz de uñas. Las laminillas fueron etiquetadas y 
almacenadas a -20º C en obscuridad total para su posterior análisis al microscopio 
de fluorescencia . 

Inrnunotinciones. 
En el caso de las inmunotinciones indirectas con anticuerpos, las células crecidas 
sobre cubreo bjetos después de ser permeabilizadas fueron bloqueadas con 
Albumina de Suero Bovino al 0.05 % (ASB) a Tº amb. durante 30min. 
Posteriormente fueron incubadas con el primer anticuerpo monoclonal anti 
proteína E del virus con una dilución de 1:10 por 60min a 37ºC en cámara húmeda. 
Para el caso de tubulina se utilizó el anticuerpo monoclonal anti ~-tubulina total 
con una dilución de 1:100. Los cubreobjetos se lavaron h·es veces con PBS-Tween 
20 al 0.05 % durante 20min por lavado, para ambos anticuerpos y se incubó con el 
segundo anticuerpo monoclonal anti ratón Alexa conjugado con una dilución de 
1:100 durante 60min a 37ºC en cámara húmeda. Este anticuerpo se utilizó como 
anticuerpo fluoresceinado en ambas tinciones, los controles fueron tratados de la 
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misma forma y solo se incubaron con el segundo anticuerpo. En los casos en los 
que se requirió observar actina junto con las células le1'1idas con la prote ína E viral 
se utilizó la técnica de tinción de faloidina-rodamina antes mencionada. 
Finalmente las células fueron montadas en portaobjetos con Gelvatol, sellados con 
barniz de uñas, etiquetados y almacenados a -20º. 

Células transfectadas tratadas con citocalacina D. 
La citocalacina D, fue preparada a una concentración de 4~Lg/ mi en Dimetil 
Sulfuxido (DMSO) a partir de una solución stock lümM. Las células MDCK 
transfectadas fueron sembradas en placas de seis pozos sobre cubreobjetos a una 
densidad de 5X105 e incubadas durante 48hrs a 37ºC con 5% de C02. Después de 
ese tiempo las células fueron tratadas con citocalacina D a la concentración 
indicada. Las células fueron fijadas a distintos tiempos para observar los cambios 
producidos en los filamentos de actina (O ' , 15 ', 30 ' , y 60 ' ). Las células fueron 
lavadas con PBS lX dos veces y se fijaron con formaldehido 4% dejando 20min a Tº 
amb. Posteriormente las células fueron permeabilizadas con Tritón lOOX al 0.02% 
por 6min a T° amb. Finalmente las células fueron teñidas con faloidina-rodamina y 
montadas con Gelvatol en portaobjetos y almacenadas a -20ºC. Las observaciones 
sobre las modificaciones del citoesqueleto de actina se realizaron, por medio de un 
microscopio de epifluorescencia marca Zeiss. 

Infección de células MDCK con el virus del Dengue serotipo 2 (DV-2) 
Para los ensayos de infección las células MDCK fu eron sembradas en pl acas de 24 
pozos sobre cubreobjetos colocados en el fondo del pozo, a una densidad de 
2.5X105 cél/ ml adicionando a cada pozo 0.5ml de medio, las cé lulas se 
mantuvieron en incubación durante 48hrs a 37ºC con 5% de C02 antes de 
infectarlas con el virus. Antes de realizar la infección, e l virus fu e descongelado de 
- 70ºC a 37ºC en baño maría y posteriormente colocad o en hie lo. La inocul ación de 
las células se efectúo con una multiplicidad de infecci ón (MOI) de 1.0, utili zando el 
sobrenadante del medio de células C6/36. A las cé lulas se les re tiró e l medio y se 
les inoculó con 0.5ml de la suspensión del virus para cada pozo, a los controles 
sólo se les adicionó medio de cultivo. Las células fueron incubadas durante 90min 
a 37ºC dispersando la suspensión cada 20min, finalm ente él inoculo fue retirado 
adicionando medio fresco e incubando a 37ºC para observar la progresión d e la 
infección. Las células fueron fijadas a intervalos de 12hrs, 24hrs y 48hrs, para hacer 
las tinciones con los anticuerpos dirigidos contra la proteína E viral, ~-tubulina y 
con fa loidina-rodarnina. 

Cinética de infección con VD-2 en células MDCK expresando la EGF-actina en 
las primeras etapas. 
La caracterización de la reorganización del citoesqueleto de actina en células 
h·ansfectadas con respecto a la infección causada por e l VD-2 en etapas tempranas, 
se efectuó, sembrando las células MDCK, que expresan la EFDP-actina, a una 
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densidad de 1.SX1QS sobre cubreobjetos de vidrio en placas de 24 pozos. Las células 
fueron inoculadas después de 48hrs de crecimiento con el VD-2 a una MOI de 1.0, 
manteniendo el inoculo durante el transcurso del experimento desde los 30min 
hasta las 3hrs y fijando a las células para observar en el microscopio de 
fluorescencia. Las imágenes se capturaron en los momentos en que se observaron 
cambios relevantes en el citoesqueleto de actina. 

Procesamiento de imágenes. 
La captura de imágenes se realizó en un microscopio de epifluorescencia con un 
objetivo de inmersión de 63X, con filtros de color verde para el anticuerpo Alexa 
conjugado, para visualizar la actina fluorescente en las células fijadas. Para la 
actina marcada con faloidina, las células se observaron con un filtro rojo. Las 
imágenes fueron capturadas con un sistema de computo acoplado al microscopio y 
con el software Twin Viewfinder, versión 3.0 y fueron procesadas con el software 
Image-Pro Plus, versión 4.0. 

Colocalilzación. 
Para realizar los análisis de colocalización las imágenes capturadas fueron 
procesadas con el programa Image-Pro Plus 4.0, para esto se realizaron tomas en el 
mismo campo de las células transfectadas y teñidas con faloidina, posteriormente 
con el programa se realizó la superposición de las imágenes y la colocalización se 
observó al mezclar los colores rojo y verde, dando como resultado un color 
amarillo. Estos procedimientos se efectuaron con las imágenes de células en 
condiciones normales y tratadas con citocalacina D. 
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Esquema de transfección de células M DCK por Ca-Pi. 

Vector pEGFP-Actin 
lOµg 

Congelación del stock 

250µ1 CaC'20.25M 
(37ºC) 

250µ1 HBS2X (37ºC) 

Incuba r 20min a Tºa mb. 

Transfección 
de 

Cél. MDCK 
80% conll 

Choque de Glicerol 15% 
24 hrs post transfección 

Selección con G-418 
(600 µg / mi) 48hrs, 

post transf. 

Cambios de medio co n 
G-418 (2-3 se ma nas) 

Resiembra de colonias 
positivas 

'l\Pl\'SIOll le 
EGFP-actina 

Vt!l'lor p(EYFP-act in) 
lOµg 

Experime ntos y 
clonació n 

26 



VIII. RESULTADOS. 

Vectores de expresión. 

ExprC'sión cll· 
EG Fl'-acti na 

Para la realización de los experimentos de transfección se utilizó el vector de 
expresión pEGFP-Actin, el cual sé purificó por medio de la técnica de CsCl, 
pos teriormente fue cuantificado en un espectrofotómetro a una Densidad Óptica 
(D .0.) de 260nm, obteniendo una concentración final de 2.2µg / µl en solución TE. 
Del ADN plasmídico, se corrieron 200ng según los cálculos de la D.O. en un gel 
de agarosa al 1 % en TBE, Fig. l. En el carril uno se corrieron 3.5µ1 del marcador de 
lKb (lKb ADN Ladder, Gibco-BRL) él cual nos muestra el peso aproximado de las 
muestras problema, en el carril dos, se aprecia una banda de aproximadamente 
5820pb que corresponde al ADN del vector pEGFP-Actin de 5.8.Kb, indicando que 
es el ADN esperado. 

6108 
5090 
4072 .....---.e: 
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101 8 

506 

2 

Figura 1. Gel de agarosa del vector pEGFP-Actin. En el carril 2, se corrieron 200ng del ADN del 
vector pEGFP-Actin original de 5820pb, utilizado para la purificación por CsCl y los experimentos 
de transfección. En el ca rril 1 se corrieron 3.5µ1 del marcador de 1Kb. 

El ADN plasmídico purificado fue analizado realizando digestiones con enzimas 
de restricción EcoR V, BamH I, las cuales lo cortan en un solo sitio y Avr II y Hinc II, 
que cortan en dos sitios. El resultado de estas digestiones, se muestra en la Fig. 2, 
teniendo en el primer carril el marcador de lKb, en el segundo carril el ADN 
plasmídico del vector pEGFP-Actin sin digerir de 5820pb, en los carriles tres y 
cuatro, se corrieron las diges tiones con las enzimas de restricción de un solo corte 
que resulta en la linearización del ADN plasmídico y por tanto la banda que se 
aprecia es de 5820pb. En el carril cinco, se corrió la digestión con la enzima Avr II 
que reconoce dos si tios de corte, obteniendo la liberación de dos fragmentos, el 
primero de 4805pb y el segundo de 1015pb. En el carril seis, se corrió la digestión 
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con la enzima Hin c II, con la cual se liberaron dos fragmentos, el primero de 
4593pb y el segundo de 1227pb. Con estos análisis se corrobora que el ADN 
plasmídico del vector pEGFP-Actin corresponde con lo que se esperaba. 

1 2 3 4 5 6 

5820 
5090 ·- 4~º5 4593 4072 
3054 
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1636 
. 1227 
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Figura 2. Análisis de restricción del ADN del Vector pEGFP-Actin purificado por CsCI. En el 
carril 1 se corrió el patrón de lKb, en el carril 2 se colocó un control del vector pEGFP-Actin no 
digerido. En el carril 3 y 4 se colocaron las digestiones con las enzimas EcoR V y BamH I 
respectivamente, las cuales reconocen solo un sitio de corte. En los carriles Sy 6, se colocaron las 
digestiones con las enzimas Avr II y Hinc II que reconocen dos sitios de corte y por lo tanto 
liberaron dos fragmentos. 

Construcción del control mock. 
Tomando en cuenta que al introducir ADN plasmídico extraño a las células cabe la 
posibilidad de que se presenten modificaciones en sus propiedades, es necesario 
contar con controles de transfección (mock). Para lo cual, se realizó la construcción 
de un vector en el cual no se encuentra la secuencia que codifica para la actina 
fluorescente (EYFP-actina). El ADN plasmídico tomado como base para hacer la 
construcción fue el vector pEYFP-Actin, al cual se le deletó la secuencia que 
codifica para la EYFP-actina por medio de una doble digestión con las enzimas 
BamH I y Pst I que reconocen solo un sitio de corte, dando corno resultado la 
liberación de dos fragmentos Fig. 3. El fragmento de mayor tamaño fue de 4162pb 
y el segundo de 1658pb. El fragmento de 4162pb fue utilizado para realizar la 
construcción del control mock. La doble digestión dio corno resultado la liberación 
del fragmento de 1658pb que contiene el fragmento que codifica para EYFP-actina. 
En los dos fragmentos obtenidos, los extremos de corte no fueron compatibles al 
momento de intentar religar los fragmentos individualmente, por lo que fue 
necesario rellenar las secuencias de cadena sencilla con la enzima T4 
DNApolirnerasa. Esto es debido a que las endonucleasas utilizadas para la 
obtención de los fragmentos son enzimas de tipo 2, que cortan en el sitio que 
reconocen, dejando un intervalo de cinco o de seis bases en los extremos 5'y 3' de 
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pueden ser complementarios en sus secuencias salientes y así religarse o como en 
este caso, donde los extremos no tienen secuencias similares y para religados es 
necesario rellenarlos para obtener extremos romos o chatos. Posteriormente el 
fragmento de 4162pb fue purificado del gel de agarosa. Este fragmento purificado 
fue precipitado para finalmente hacer la ligación con la enzima T4 DNA Ligasa. Al 
hacer la ligación con los extremos romos, en teoría se disminuye la eficiencia de 
ligación al no tener extremos salientes que la faciliten . 
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Figura 3. Doble digestión del vector pEYFP-Actin, con las enzimas de restricción BamH I y 
Pst 1 que reconocen un solo sitio de corte. Los productos de esta digestión fueron usados para 
la construcción del vec tor que fue utili zado como control mock en los experimentos de 
transfección. En el ca rril 1 se colocó el marcador de lKb. En el carril 2 se colocó un control de 
ADN del vector pEYFP-Actin no digerido. En los carriles 3 y 4, se corrió la doble digestión con 
las enzimas de restricción que liberaron dos fragmentos . 

El fragmento de 4162pb religado fue tomado para transformar células calcio 
competentes DHlOB, las que después fueron crecidas en placas con medio Luria y 
kanamicina 30µg / ml. De las colonias crecidas se seleccionaron 12 colonias (clonas) 
y se les extrajo ADN plasmídico para posteriormente analizarlas colocando 
digestiones con la enzima de restricción Avr II. Las digestiones fueron corridas en 
dos geles de agarosa, colocando en cada pozo 5µ1 del ADN de cada clona. En el 
primer gel se corrieron las clonas 1-6, en los carriles 3, 4, 5, 6, 7 y 8, Fig. 4a. en el 
segundo gel se corrieron las clonas 7-12, en los carriles 3, 4, 5, 6, 7 y 8, Fig. 4b. En 
los carriles 1 y 2, se corrieron el marcador de lKb y el ADN original no digerido. 
Como resultado se obtuvieron ocho clonas positivas que liberaron dos fragmentos, 
el primero de 3147pb y el segundo de 1015pb, dando una eficiencia de 
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transformación del 7U'Yu . Los fragmentos sumados dan un tamai1o de 4162pb que 
correspondl' ;11 L1m ;1í'\ o dl'I fr;1gmento rl'ligado. Lis clun<1s 10, -11, 12 y 15, íig. 4b, 
presentaron una digestión total, y las clonas 4, 5, 6 y 8 presentaron una digestión 
parcial. La clona 10 fue seleccionada para realizar la extracción del ADN 
plasmídico por CsCI. El ADN plasmídico purificado fue cuantificado por D. O. 
obteniendo una concentración final de 4µg/µl en solución TE. 

123 45 6 78 1234567 8 

- ,__ 5820 5090 

3147 4072 

3054 

__ .,._ 5820 
--- - ¡¡,.- 3147 

2036 
2036 

1018 - - .,, 1015 
1018 !!» 1015 

506 

A B 

Figura 4. Análisis de restricción con la enzima Avr 11, del ADN extraído por STETprep de las 
clonas transformadas con el fragmento religado de 4162pb para obtener el control mock. En el 
carril 1 se colocó el marcador de 1Kb y en el carril 2 se colocó un control del vector pEYFP-Actin sin 
digerir (A y B) . Las digestiones de las clonas 1 a la 6, se colocaron en los carriles 3 al 8 del gel A. Las 
digestiones de las clonas 7 a la 12, se colocaron los carriles 3 al 8 del gel B. El producto de la doble 
digestión corresponde a dos fragmentos . 

El vector obtenido de 4162pb fue denominado p(EYFP-actin)-y fue utilizado como 
control mock en los experimentos de transfección. El ADN plasmídico del vector 
p(EYFP-actin)- fue corrido en un gel para compararlo con el vector pEGFP-Actin, 
Fig. 5. En el carril uno se corrió el patrón de lKb, los carriles dos y tres 
corresponden al ADN del vector pEGFP-Actin, colocando 200ng y lOOng, 
respectivamente, observando una banda de 5820pb correspondiente al vector antes 
mencionado. Los carriles cinco y seis corresponden al vector p(EYFP-actin)-, en los 
cuales de corrieron 200ng y lOOng respectivamente. Se observa una banda de 
4162pb en ambos carriles. 
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Figura 5. Análisis comparativo del vector construido p(EYFP-actin)- de 4162pb y del vector 
pEGFP-Actin de 5820pb, ambos purificados por CsCl. De cada vector se corrieron 200ng y lOOng 
respectivamente. En el carril 1 se colocó el marcador de lKb. En los carriles 2 y 3 se colocaron las dos 
concentraciones del ADN del vector pEGFP-Actin y en los carriles 4 y 5 se corrieron las mismas 
concentraciones del vector construido p(EYFP-actin) -
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Figura 6. Análisis del patrón de restricción de los vectores pEGFP-Actin y p(EYFP-actin)-. 
El análisis se realizó con las enzimas Avr U y Hinc U que reconocen dos sitios de corte. En el 
carril 1 se colocó el marcador de lKb. En los carriles 2 y 7, se colocaron los controles del vector 
pEGFP-Actin y p(EYFP-actin)- no digeridos. En los carriles 3 y 4, se colocaron las digestiones 
con Avr II y Hinc II respectivamente del vector pEGFP-Actin y en los carriles 5 y 6 se colocaron 
las digestiones con Avr II y Hinc II respectivamente del vector construido p(EYFP-actin)-. 
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como se muestra en la Fig. 6 para observar su patrón de restricción. En el carril 
dos, se observa la banda de 5820pb del ADN plasmídico del vector pEGFP-Actin 
sin digerir, en el tercero y cuarto carril, se colocaron las digestiones del vector 
pEGFP-Actin con las enzimas Avr II y Hinc II. En el carril tres se observan los dos 
fragmentos obtenidos con la digestión de la enzima Avr II que corresponden a 
4805pb el primero, y el segundo de 1015pb. En el carril cuatro, de la digestión con 
Hinc II, se obtuvieron dos fragmentos, el primero de 4593pb y el segundo de 
1227pb y corresponden a los pesos esperados del vector de 5.8Kb, según el mapa 
de restricción (ver apéndice). 
En los carriles cinco, seis y siete, se encuentran las mu es tras correspondientes al 

vector p(EYFP-actin) . En el carril cinco, se colocó la digestión con la enzima Avr II 
y se obtuvieron dos fragmentos al igual que en el vector pEGFP-Actin, pero estos 
fueron de menor tamaño, el primero de 3147pb y el segundo de 1015pb. En el carril 
seis, se colocó la digestión con la enzima Hinc II, solamente se observa el fragmento 
correspondiente a 4162pb, lo cual indica que solo se linearizó el fragmento lo cual 
indica que uno de los sitios de corte que reconoce la enzima en el vector original de 
la región deletada se perdió. En el carril siete, se observa el ADN sin digerir del 
vector p(EYFP-actin)- dando una banda de 4162pb que co rrespond e al fragmento 
religado. Estos datos confirman que la construcción p(EYFP-actin) corresponde a 
los resultados esperados. 
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Para la realización del presente trabajo se utilizaron como modelo células 
epiteliales MDCK, las cuales fueron transfectadas con los vectores de expresión 
pEGFP-Actin y p(EYFP-actin) por medio de la técnica de ca-precipitado con 
fosfato de calcio (Ca-Pi) . Después de 48hrs post transfección, las células fueron 
seleccionadas con G-418 (Geneticina) a una concentración de 600µg/ml. A las 48hrs 
después de agregar la droga se observó muerte celular. Cabe señalar que al 
momento de adicionar la droga las células no fueron tripsinadas sino hasta 
después de dos semanas cuando se observó un crecimiento claro de colonias 
resistentes. Al transfectar con los vectores pEGFP-Actin y p(EYFP-actin)- se 
obtuvo una eficiencia de transfección de aproximadamente 40%, Fig. 7. La gráfica 
representa tres experimentos por separado, tomando en cuenta el porcentaje de 
muerte celular contra los días transcurridos después de comenzar a seleccionar 
con G-418, comparando las células transfectadas con las células control, a las cuales 
se les trato de la misma forma, solo que no se les adicionó ADN plasmídico. La 
recuperación de las células transfectadas, se comenzó a observar a los 11 días 
después de adicionar G-418, y fueron tripsinadas cuando se observó 
aproximadamente un 60% de confluencia. 
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Figura 7. Eficiencia de transfección en las células MDCK por Ca-Pi. El porcentaje de mu erte 
celular se evaluó 24hrs después de adicionar G-418. La gTáfica representa tres experim entos 
independientes, con los dos vectores pEGFP-Actin y p(EYFP-aclin)-. Despu é~s Je 9 días de selección 
las células control mostraron un 40% de mu erte. Las células transfecladas co menzaron a presentar 
una recuperación después de los 11 días en presencia de G-418 y entonces fu eron resem hradas . Las 
barras verticales representan la desviación estándar . 
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Las células MDCK control mostraron una muerte celular en los primeros días de 
hasta el 40%, aunque algunas células continuaron adheridas y resistieron hasta 
nueve días en presencia de G-418. Aunque las células se mostraban aparentemente 
en buenas condiciones al parecer quedaron adheridas al sustrato y no mostraron 
signos de crecimiento. 
Las células transfectadas, después de 16 días de crecimiento en presencia del 
marcador de selección, fueron tripsinadas y cultivadas con medio condicionado 
DMEM complementado+ 600µg /ml de G-418. A pesar de que las células crecían 
en presencia del marcador de selección (G-418), solo alrededor de un 60% 
expresaban en forma claramente visible la EGFP-actina al ser observadas al 
microscopio invertido de fluorescencia. Fig. 8. Las células transfectadas resistentes 
a G-418 presentaron características morfológicas semejantes entre ellas, aunque 
había diferencias en los niveles de intensidad de la expresión de la EGFP-actina. 
Las células MDCK transfectadas fueron sometidas a una segunda selección 
después de dos pases semanales, dividiendo a las población en dos y colocando a 
un grupo de células con G-418 y otras no. Las células que contenían G-418 se 
mantuvieron así para asegurar la población resistente y las del segundo grupo se 
pusieron a prueba para ver si se había integrado el vector al cromosoma de las 
células. Después del segundo pase semanal, se resembraron con medio DMEM con 
G-418. Después de la segunda selección las células mostraron un buen crecimiento 
lo cual aseguró que las células transfectadas si habían incorporado el ADN de cada 
uno de los vectores a su genoma y por lo tanto este se encontraba ahora regido por 
los mismos procesos metabólicos que el resto del genoma celular. 

Figura 8. Expresión de la proteína verde fluorescente unida a actina (EGFP-actina), en 
células MDCK transfectadas por Ca-Pi. Después de dos pases semanales en presencia de G-
41 8, se muestra que alrededor de un 60% de las células expresan la proteína fluorescente (A), 
la monoca pa confluente se aprecia en contraste de fases del mismo campo (B). Objetivo 40X. 
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A pesM de l<i s ub-clon<K ión no se pudu obtener una expresión homogénea de la 
proteína verde fluorescente unida a actina en las células MDCK. Este 
comportamiento puede estar relacionado con la forma de inserción del vector ya 
que fue una transfección de sitio no específica realizando una recombinación 
heteróloga al insertar el gen de ~-actina humana en la línea celular MDCK. Otra 
posibilidad es alguna anomalía al momento de la traducción de la secuencia de la 
proteína transfec tada propiciado por alguna deleción en la secuencia, o puede ser 
debido a algún problema relacionado con una degradación parcial de la proteína. 
Sin embargo, todas las células mostraron resistencia a G-418 lo que indica que la 
secuencia había s id o insertada en el ADN de la célula. 
En el caso de las células transfectadas con el vector p(EYFP-actin)-, pudo ocurrir 
un fenómeno similar, pero este no pudo ser detectado ya que el vector no presenta 
la secuencia bandera de la actina fluorescente y por lo tanto las células 
transfectadas no la expresan y solo presentan resistencia a G-418. Fig. 9. 
Probablemente con este control mock, no se pueda comprobar la existencia de 
alguna anoma lía en la secuencia del vector ya que solo se puede comprobar la 
presencia del vector por medio de la resistencia a G-418, claro que alguna anomalía 
a cualquier nivel en la secuencia del vector o en la expresión parcial de la algún 
componente, representaría problemas para la célula, y si esta anomalía existiera en 
la región que codifica para la resistencia Kan/Neo o que afectará la expresión de 
alguna región derivaría en la muerte de las células al estar en presencia de G-418. 

Figura 9. Células MDCK transfectadas con el vector p(EYFP-actin)- del control mock 
creciendo en presencia de G-418. Las células después de dos semanas de selección fueron 
crecidas en medio condicionado obteniendo así el control mock. La imagen en contraste de 
fases muestra el crecimiento de las células en presencia de G-418 (A). La imagen del mismo 
campo vista con fluorescencia muestra que las células mock no expresan la proteína verde 
fluorescente unida a actina (B). Objetivo 40X. 
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en la poblac ión de células transfectadas de aproximadamente 60%, se consideró la 
sub-clonación de las célul as transfec tadas para logra r una expresión de la proteína 
1-.:CFP-ac tinil ir1 ;-'ís homogé ncil en lil mil yo ría de las cé lul as . De las célul as sub­
clonadas se eligieron tres clonas con diferentes niveles de expresión de la EGFP­
ac tina, las cuales fueron ampliadas y congeladas para tener un banco de reserva, 
las clonas seleccionadas fueron denominadas como Cl-4, Cl-6 y Cl-10 las cuales 
junto con las células mock se congelaron y almacenaron en N2 líquido Tabla 1. Los 
ensayos sobre la organización y cambios en el citoesqueleto de actina fueron 
rea lizados con la clona Cl-4, la cual presentó un nivel de expresión alto y más 
homogéneo cuando se observaron bajo el microscopio de fluorescencia tanto en las 
monocapas sub-confluentes como confluentes Fig. 10. Aunque el proceso de 
clonación garantiza de algún modo el que se pueda obtener un mayor número de 
células que expresen la proteína fluorescente en forma homogénea, el nivel de 
expresión va ría aun en las células que provienen de una misma. Las células de la 
clona Cl-4, presentaron este comportamiento, aunque se observa que dentro de la 
monocapa la intensidad de fluorescencia varia entre algunas células. 

Figura 10. Células MDCK, expresando la EGFP-actina, clonadas por dilución. Las células 
clonadas (Cl-4) presentaron una expresión más homogénea en las monocapas sub confluentes (A) 
y confluentes (B), pero con distintos niveles de expresión. Observadas con objetivo de 63X. 

Para poder descartar la posibilidad de que cualquiera de las propiedades 
funcionales de las células se vean alteradas o que el comportamiento de estas no 
represente los procesos normales debido al proceso de transfección y a la expresión 
de una proteína exógena deben hacerse varios controles. Las células MDCK 
transfectadas fueron analizadas para determinar la distribución de la EGFP-actina 
en el citoplasma utilizando un microscopio de fluorescencia, Fig. 11. Los resultados 
muestran que la EGFP-actina se localizó en varias estructuras del citoesqueleto de 
ac tina, encontrándose en las fibras de estrés que son numerosas, las 
microvellosidades y formando parte del anillo cortical en menor proporción en 
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células sub-confluentes. Es te patrón se modificó cuando las células formaron 
n10nocapas confluentes, ya que la mayor parte de la EGFP-actina se organiza en el 
anillo cortical, en algunos filamentos de actina y contactos focales. Un menor 
porcentaje de la EGFP-actina se encontró distribuida en el citoplasma a excepción 
de algunas vesículas citoplasmáticas y alrededor del núcleo, correspondiendo a la 
ac tina glob ular (G-ac tina), en ambas fases de crecimiento. 
La localizac ión de la EGFP-ac tina en las células MDCK transfectadas al parecer 
corresponde al patrón esperado en cuanto a su dis tribución en el citoplasma. Para 
asegurarse de que en es tudios más detallados se puedan obtener resultados 
representa tivos, se tiñeron las células transfectadas con faloidina-rodamina y se 
observó la colocalización de la actina endógena y la EGFP-actina correspondiente a 
la ac tina transfec tada o exógena . Las imágenes fueron comparadas por medio de 
microscopía de fluorescencia con el filtro verde para la EGFP-actina y el filtro rojo 
para observar la faloidina. Las observaciones se realizaron con cada una de las dos 
señales y con los filtros correspondientes. La colocalización fue realizada con la 
ayud a de un programa de computadora, en el cual se procesaron las dos imágenes 
de un mismo campo haciendo la sobreposición en las imágenes de la computadora . 

Figura 11.Distribución de la EGFP-actina en células MDCK. La actina fluorescente se localizó 
en dis tintas es tructuras del citoesqueleto de actina como los filamentos de actina y 
microvellosidades (A), las fibras de estrés (B) y formando parte del anillo cortical (C).De esta 
figura en adelante todas las imágenes se tomaron con el objetivo 63X. 
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En las cé lulas Lransfecl<ldas marcc1dc1s con faloidinc1 , los filam e ntos d e c1 ctina 
prese ntan una buena co rrc>lación con n•s¡wdo ,1 l,1 s l'i'l,tl e111ilid,1 por l.1 ECFP­
actina, la sobreposición de las dos imágenes proporciona así la colocalización de 
las estructuras del citoesqueleto dando como resultado d e la mezcla de los colores 
verde y rojo, un color amarillo Fig. 12. Alrededor de un 85-90 % de las estructuras 
d e l citoesqueleto d e actina te ñidas corresponden al color amarillo Fig. 12 
(colocalización). La porción que no colocaliza con la tinción de faloidina y que da 
como resultado un fondo verde, corresponde a la porción G-actina de la EGFP­
actina. La EGFP-actina, al parecer se incorpora en los mismos sitios que la F-actina 
endógena marcada con faloidina , formando parte d e las distintas es tructuras d e l 
citoesq ueleto d e actina, y su exp resión parece no afectar la morfología de las 
cél ul as MDCK, además de que no altera la organi zación y dish·ibución d e l 
citoesq ue le to. 

38 



A 

EGFP-actina. 

Faloidina. 

Coloc alización. 

B e 

Expresión de 
EGFP-actin.t 

Figura. 12. Distribución de actina en células MDCK expresando la EGFP-actina y marcadas con 
faloidina-rodamina. El anJlisis dl' l'Oloraliz<1t·iún dl' l;;1s dos imág<'ll('S dd mismo rnmpo muPslran 
aproximadanwnll' un 85-90% dl' roloralii'.arión (rnlor amarillo) t'nln' las l'Slruduras dd 
ríl<x'squ<'ll'Lo romo lCJs íibrns dl' l'Slr('S (A), los filamt•nLos de' i:Klina y lc>s mirrov('!losidadl'S (B) y la 
<il'liru1 dl'I <millo rnrlinil (C). El fondo wrdl' nmPspondl' a la G-arlina . 
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Organización del citoesqueleto de actina en células transfectadas. 
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Un punto importante que hay que tomar en cuenta cuando se pretende estudiar los 
procesos que dependen del citoesqueleto de actina en cé lulas transfectadas, es 
verificar, que con la actina fluorescente transfectada y e xpresade1 en las células, sé 
puedan observar procesos en donde se tiene una pe1rticipación activa del 
citoesqueleto, como por ejemplo la modificación que sufren los filamentos de 
actina al tratar a las células con citocalacina D, droga la cual se sabe, desensambla 
los filamentos de actina. Para poder observar que la actina fluorescente, no solo se 
localizará en los mismos sitios que la actina endógena, sino que también se 
comporta d e manera similar, se trataron células MDCK, transfectadas expresando 
d e forma estable la EGFP-actina con citocalacina D, a una concentración de 
4µg / ml. Las observaciones se reali zaron a distintos ti e mpos fijando las cé lulas y 
hacie ndo un marcaje con faloidina-rodamina. Los resultados muestran que a los 
15min después de adicionar la citocalacina D, hay modificaciones en los filamentos 
d e actina que se agregan para formar cúmulos pequei'los distribuidos en el 
citoplasma, correspondiendo al efecto d e desorgani zación por la acción de la 
citocalacina D, Fig. 13. Las modificaciones provocadas al citoesqueleto se fueron 
incrementando conforme el paso del tiempo, d e forma que a los 30min, se 
observan cambios dramáticos en la conformación d e los filam e ntos y aparece n 
cúmulos e n mayor cantidad, estas modificaciones se observaron d e forma 
progresiva hasta los 60min, con un desarreglo casi to tal d e los filamentos de actina 
tanto de la EGFP-actina como d e la F-actina marcada con faloidina . La 
desorganización d e los filamentos de actina en su mayoría se observa en forma de 
agregados, pero también se pueden apreciar algunos filamentos bien d e finidos 
con su organización normal en algunas zonas de las células transfectadas y 
marcadas. Este resultado indica que el comportamiento de la EGFP-actina en las 
células lTansfectadas al se r tratadas con citocalacina D, es similar al de la actina 
endóge na marcada con faloidina . La EGFP-actina pe rmitió obse rvar la 
reorganización y los cambios sufridos por los filamentos d e actina al poner a 
interactuar a las células con drogas que provocan efectos de le téreos al nive l del 
citoesqueleto de actina. Además la colocalización de las estructuras modificadas en 
las células doblemente marcadas fue de un 90 % a los diferentes tiempos. Esta 
colocali zación tambié n se observó en células normal es no tratadas con la droga . 
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Figura. 13. O~anización del citoesqueleto de actina en c~lulas MDCK transfectadas y tratadas con 
Citocaladna D (4µ.g.'ml). Las clllPmdmws S4' ohS('r>.i¡-m a los 15' lh' rolornr la dlornlarína D, la 
dt'sorgm1i/.~ll' iún de los fíh,mwnlos l'S progn•siv<l hC1sW los 60' t'n domk S(' apn-..:id una dt•sorganizarión 
rnsi lot.al, ron n'spt'rlo al lit'rnpo O'. En primPra columna Sl' t'nrumt.rnn las r(•lul,1s ron EGFP-artina 
(wnk). En IC1 sPgundd rolumm1 S(' nrnPslrnn lds rl'lulas nMrradas ron falnidina-rod<1mirn;1 (wjo). En la 
u•rn•r rnlumna sc mu<'Slran las imágt•rws d<' roloralí7aritín t'n dondt• S<' obsNva un 90% de rom•laritín 
t'nln• las dos imágt'rws (amarillo). 
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Los virus presentan distintas estrategias para invadir a su célula blanco, utili zando 
dive rsas rutas para pod e r pe ne trar y utili zar así l,1 lllcH¡uincHi<l celular durcrnle su 
replicación. Esta invasión depende de la susceptibilidad de la célula, por e llo, para 
pod e r estudiar los e fec tos causados por el VD-2 en cé lulas epite lial es, fu e necesario 
determinar si la infección del VD-2 en células MDCK, e ra o no productiva . Para 
esto se infectaron las células MDCK y se observó la progresión de la infección a 
distintos tiempos, localizando la presencia del virus por medio de inmunotinción 
de la proteína E de la cápside y así saber el mom e nto en que las cé lulas eran 
infectadas, Fig. 14. En prim era instancia se infectaron células MDCK, no 
transfectadas, para establecer las condiciones optimas d e l proceso de infección. Los 
resultados obtenidos despu és de 12hrs post infección muestran muy pocas cé lulas 
marcadas con el anticuerpo, Fig. 14A. Después de 24hrs post infección, la señal 
e mitida por la proteína E marcada, fue más clara dentro de las células MDCK, 
observándose en forma de pequeños puntos y agregados distribuidos en el 
citoplasma, pero aun sin haber un porcentaje significativo de células infectadas, 
Fig. 14B. A las 48hrs, se observó una sei'lal fuerte d e l anticuerpo contra la prote ína 
E e n las cé lulas infectadas, además de un mayor núm ero de cé lulas e mitiendo la 
señal (aproximadamente un 35 % de la monocapa inoculada con el virus), Fig. 14 (C 
y D). La tinción con e l anticuerpo contra la proteína E, en células, mostró que la 
infección con el VD-2 es productiva en las células MDCK, además de que a las 
48hrs post infección, se observó la aparición de unas estructuras que presentan una 
forma de fibras gruesas, distribuidas en el citoplasma. Esto sugiere que la infección 
del virus puede estar reorganizando alguna estructura del citoesqueleto. Otra 
posibilidad es que las partículas vírales al ensamblarse, se organicen de esta forma 
d enh·o d e la célula y por ello se observen al mom e nto d e rfüHCM la prote ína E con 
los anticu erpos. La tinción de la proteína E viral junto con la presencia de las 
estructuras en forma tubular son un efecto directo del virus sobre las células 
MDCK, ya que no se observó ningún tipo de señal en las células control infectadas, 
tratadas solo con el segundo anticuerpo y células control no infectadas tratadas con 
los dos anticuerpos. Por otro lado, las imágenes de las células en contraste de fases 
indican que el virus provoca pequeñas modificaciones morfológicas de las células 
corno Ja presencia de pequeñas vesículas en la membrana, observándose un 
aumento en el volumen . Cabe señalar que las esh·ucturas observadas después de 
48hrs post infección, aparecieron la mayoría de los casos, en células e n e tapa de 
sub-confluencia, lo cual sugiere que las células en estas e tapas de su crecimiento, 
suele n se r más susceptibles a ser infectadas y que los efectos en el citoesqueleto 
provocados por la infección son más dramáticos . La infección en células que 
presentaron una confluencia de casi el 100 % se vio disminuida, además de que las 
estructuras que se presentaron en las células sub-confluentes no se observaron en 
las rnonocapas confluentes. 
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Figura 14. Tinción indirecta de la proteína E del virus del Dengue en células MDCK a las 12hrs, 
24hrs y 48hrs post infección. La señal de la proteína E, a las 12hrs es poco clara(A), a las 24hr se 
observa mayor cantidad de células infectadas y con una señal más localizada (B) . A las 48hrs la 
infección es muy clara, además se aprecian estructuras filamentosas (C y O). 

Organización del citoesqueleto de actina en células MDCK transfectadas e 
infectadas con DV-2. 
En células epiteliales MDCK, modificaciones provocadas por la infección con el 
virus del Dengue no se han reportado hasta este momento, por tanto, es necesario 
caracterizarlas de tal modo que se pueda contar con una referencia que permita la 
identificación de los cambios que sufren las células y las estructuras del 
citoesqueleto que tienen participación. Los resultados muestran que las células 
MDCK, presentan susceptibilidad a la infección con el VD-2 y que al momento de 
marcar con anticuerpos contra la proteína E de la envoltura del virus, se observa la 
formación de estructuras filamentosas gruesas, junto con zonas punteadas que 
indican la presencia del virus. Estas estructuras pueden estar relacionadas con la 
modificación de alguna estructura del citoesqueleto. En este caso se utilizaron 
células mock y así obtener preparaciones doblemente marcadas con la proteína E 
viral y faloidina, Fig. 15. Los resultados obtenidos indican que a las 48hrs post 
infección, la células presentan una modificación del citoesqueleto de actina 
afectando de forma ev idente a los fil amentos los cuales se reorganizan formando 
estructuras atípicas en el interior del citoplasma y la actina cortical de las células 
infec tadas en algunos casos se pierde. Los efectos provocados por la infección con 
el VD-2 en las células coinciden con las modificaciones morfológicas de las células 
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antes descritas, con un aumento de volumen Fig. 15A. En esta misma muestra se 
hizo la tinción de la proteína E viral. Al tomar las imágenes del mismo campo 
con los filtros verde y rojo, las modificaciones vistas con faloidina coincidieron 
con las zonas que se tiñeron al marcar la proteína E viral y la actina. Esto es que 
las células infectadas presentan modificaciones del citoesqueleto de actina en 
comparación con el restb de la monocapa, además esta modificación de los 
filamentos colocaliza con las estructuras formadas al realizar la tinción de la 
proteína E, Fig. 158. Este patrón fue registrado en varias muestras, lo que 
permite sugerir que la relación de la infección con la modificación de los 
filamentos de actina son un efecto provocado el virus. 

Faloidina. Proteína E viral. colocalización 

A 

B 

Figura 15. Células MDCK mock, infectadas con VD-2, después de 48hrs. Las células fueron teñidas 
con el anticuerpo contra la proteína E y en 2° anticuerpo marcado con Alexa y marcadas con 
faloidina para los análisis de colocalización. La señal de la proteína E coincide en las células teñidas 
con faloidina-rodamina que muestran alteraciones en los filamentos,. (A). F.n las células se observa la 
modificación de los filamentos que colocalizan con la tinción de la proteína E, (B). Izquierda 
(faloidina), centro (Proteína E) y derecha (colocalización en amarillo). 
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Por otro lado, la ventaja de poder contar con las células transfectadas que expresan 
la ccr: r -<1c lina, pe rmiti ó o bservor los e<11nbios provocaJus p o r el virus lanto con l<t 
F-ac tina como en la G-actina. Las células transfectadas e infectadas con el virus del 
Dengue, fueron tratadas de la misma forma que las células mock, solo que en este 
caso las células fueron fij adas, montadas y observadas directamente en el 
microscopio de fluorescencia. Los resultados muestran que con la EGFP-actina, 
que se expresa en las células se pueden percibir las modificaciones que sufre el 
citoesqueleto de actina al infectar con el VD-2, Fig. 16. Los efectos causados por el 
VD-2 en las células transfectadas, son similares a los encontrados en las células 
mock. En las células infectadas que expresan la EGFP-actina, se aprecia la 
desorganización de los filamentos de actina de formas muy variadas, desde 
proyecciones en todas direcciones formadas por los filamentos y la formación de 
pequeños cúmulos de los filamentos de actina dispersos en la parte apical de las 
células, hasta la formación de estructuras poco típicas de los filamentos y la 
pérdida del anillo cortical, lo cual podría provocar que las uniones entre las 
células se vayan disminuyendo hasta perderse. Las modificaciones morfológicas en 
las células infectadas van desde el aumento en tamaño hasta la forma poco 
característica de crecimiento, estas modificaciones son evidentes ya que contrastan 
con las células vecinas no infectadas hasta el momento de la fijación al igual que 
con las células mock. Un aspecto sobresaliente que se observa en las imágenes es la 
presencia de las estructu ras filamentosas formadas de manera mas marcada por los 
fil amentos de ac tina en células sub:..confluentes Fig. 17, que como ya se ha 
comentado, es tán relacionadas con el efecto que provoca la infección con el VD-2. 
En las células que expresan la EGFP-actina la formación de las estructuras no 
presenta un patrón definido, lo que es cierto es que son modificaciones de los 
fil amentos en respuesta a la infección y que pueden llegar a alterar algunos 
procesos funcionales que dependen del citoesqueleto de actina. Cabe mencionar 
que a diferencia de las tinciones realizadas con faloidina, en las células 
transfectadas se observa el fondo verde el cual corresponde a la G-actina. Es claro 
que las es tructuras formadas por la reorganización de los filamentos de actina son 
un efecto directo de la penetración del virus, pero cabe la posibilidad de que no 
solamente los filamentos de actina se vean afectados por la infección. 
Los microtúbulos junto con los filamentos de actina son uno de los componentes 
mayoritarios del citoesqueleto, y el comportamiento dinámico de ambos es 
fundamental para llevar acabo funciones vitales en las células, como la migración, 
la adhesión y la retracción celular, además de los procesos desencadenados en 
respues ta a interacc iones con agentes infecciosos. Por es ta razón se analizó en estas 
células si había modificaciones provocadas por la infección con VD-2 al nivel de los 
microtúbulos, para así tener una visión más amplia sobre los efectos que provoca 
la infección en el citoesqueleto. Las células MDCK fueron infectadas de la misma 
forma que para visualiza r actina y la proteína E. La tubulina total se localizó 
utilizando anticuerpos dirigidos contra la ~-tubulina total. 
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Figura 16. Células MDCK expresando la EGFP-actina infectadas con el VD-2 después de 48hrs en 
las mon ocapas confluentes. Las mod ificac iones d e la ac tina mues tran di stintas carac terísticas en las 
cé lula s infec tadas, desde la formac ión de pequeiios agregados (A), la desorgan ización de los 
fila mentos (B, C y O), hasta los formació n d e es tructuras filamentosas a típicas de los filamentos de 
actina (E y F). 

Figura 17. Cél ulas MDCK expresando la EG FP-actina, después de 48hrs infectadas con el VD-2 en 
monocapa s sub-conflu entes. En las células se ap rec ia la presencia de las estructuras filamentosas 
provocadas por la infecc ión con e l VD-2, a l tefi ir la prote ína E del v irus (A, B y C). Es tás es tructuras 
presentan una orga ni zac ión mu y va ri ada fo rmando filamentos más gruesos distribuid os 
azarosamente en el citopla smn (D y F). También se obse rva la desorga nizac ión d e los filam entos 
proyec tándose en todas direcc iones (E). 
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células MDCK teñidas con anticuerpos contra Ja ~-tubu lina total, hay un.a 
alterac ión en la orga ni zac ión de los mi cro túbulos en comparac ión con las célul as 
de l control no infec tadas . Los cambi os observados son dramá ticos a es te tien1po 
en las células infec tadas, Fig. 18. Las modi ficaciones que sufren las células 
infectadas se observan como una pérdida de la organizac ión reticular a lo largo 
de las cé lul as. Los micro túbulos que aún permanecen polimerizados, 
distribuidos en todo el citoplasma, en algunos casos se observan segmentados y 
sin patrón definido (Fig. 18, B y E), estos efec tos se ven más marcados en células 
sub-confluentes. Aden1á.s se puede observa r que los efectos acusados por la 
infección provocan que el espacio del núcleo que se observa en las células 
normales, se vea rnas agra ndad o. En otras zonas de la monocapa, las células 
infec tadas se observan un poco agrandadas en comparación con las células 
vec inas, mos trand o de la rnisrn.a forma, modificaciones de los microtúbulos, (Fig. 
18, C y F). Las cé lul as no infec tad as n1ues tran el patrón característico de los 
micro túbulos en las cé lulas MDCK, organizándose desde las zonas perinucleares 
hacia los ex tremos de la célula (Fig. 18, A y D). 

Figura 18. Tinción indirecta de P-tubulina total, en células MDCK mock, después de 48hrs pos t 
infección co n VD-2. Las cé lulas co ntrol mu estran e l patrón de orga ni zación de tubul ina normal en 
rnonocapas confluen tes (A y D). Las cé lul as p resentan una desorga ni zación de los microtúbulos en 
rno nocapas sub-co nfluentes (B y E). En a lguna zonas de la monocapa, las cé lulas infec tadas mues tran 
,1umcnto de l vol umen (C v F). 
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fe nómeno ex tra 11o ya que la o rgan izac ión d e la tubul ina se presentó m u y ir regular 
en particu lnr en es tn cé lu la in fec tad n, Fig. 19. Los micro túb ulos marcnd os con e l 
,mt icue rpo, m ues tra n la d esorganizac ión to ta l d e la tub uli na, form ando es tr uctu ras 
tubu la res de gra n ta ma 1~0 a lo la rgo d e la cé lula en com pa ración con los 
micro tú bulos en cé lul as norma les, adem ás hay u na g ran cantidad de fond o que 
pe rtenece a la tubu li na d ifusa en e l ci toplasm a m a rcad a por el anti cuerpo . Al 
corn pa ra r la image n d el mi sm o ca mpo en contras te d e fases se observó una 
morfo logía ce lular alargada y es trellad a que no corresp ond e a la mor fo logía 
no rma l de es ta línea ce lu la r. Todas las modificaciones en la o rganización d e los 
rni cro túbul os son prod ucto de la infecc ión con el VD-2, ya que ningu no d e es tos 
~1,ltro n es se obser\'t) en las cé lu las co ntrol. 

f ig u ra 19. T inción indirec ta de p-tubulina to tal de cé lula s MDCK mock, infectadas co n e l 
V D-2 desp ués de 48 h rs . Pa rticu la rmente en es tas imágenes, la cé lula infec tad a mues tra una 
desorganización to ta l de los m icro tlibulos observá nd ose ca mbios dram á ti cos y pro te ína difusa 
en el citopla sma (A). La mo rfo logía de la cé lu la in fec tada es poco ca rac te rís ti ca d e estas célul as 
ep itelial es como se ve en la imagen del m ismo campo en con tras te de fases (B). 
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C c1mhios l'll l,1 org.1111:1..ir1on dl•l l'ilo('Slp1t•ll'lo d,• ,1di11.1 dur.111ll' l,1 i111l·rrion di' 
l'élul<1s MDC K .i lit•mpos rortos . 

Una d e las ventajas m ás otrac h vas qu e ofrece el tr,1b ,1 jc11" rn n J,1 fu sió n d e J,1 EGFP­

,1ctin ,1 c x p n~s cld,1 en cé lul ,1s d e m,1111ífero, resid l• L' l1 lJLI L' Sl ' pu cdL' utili / .cll' pc1r,1 

obser vél r los cambios que sufre el citoesqueleto d e c1c tin ,1 en procesos qu e req uieren 

lar gos 110ri odos d e ti empo. Fs ta CrH c1cterísti c,1 pu ed e' se r c1provcch,1d,1 pcHél 
m onito recH los cnm bi os q ue ex per i mentcrn ln s cé lul ,1s cl i i11ler,1ctuc1r co n clge ntes 

infecc iosos y hacer un seguimiento d e los Cclm b ios, dcHi c1 J,1 ex presión pern1 ,111ente 
de la proteína en l11 s cé lul ns. Po r otro lcHi o, tclmbi én permite J,1 obse r v,1L" ió 11 en J,1s 

p rim eras etél p as d e él lgú n proceso com o la intera cc ión co n agentes ex tern os. 
Además d e los efec tos p rovocad os el lc1s cé luJ ,1s MDCK que exprescln J,1 EGFP­

ac tin a al ser infec tad as co n el V D-2 d espu és d e 24 y 48 hrs, es interesa nte 

m onitorea r los procesos que henen que ver co n lc1 interc1cc ión v irus-cé lula él 

ti empos co r tos ya q ue no se ti enen reportes d e los efec tos que provoc,1 el VD-2 en 

célu lc1s ep i teli ales. 
Para el lo se es tab lec ieron co ntro les utili zand o J,1s cé luJ,1s d el co nt ro l m oc k, 
infectánd o lns co n el VD-2 y f ijánd o lcl s d espu és d e 1 y 2hrs d e inter ,1cc ió n co n el 

v irus y d e es ta fo rma al m om ento d e monitorear el evento en la s cé lulas M D C K 

que ex presan la EGFP-achna se puedan comparar los c,1mbios m ,1s fc1c ilm ente. Las 
cé lulas fijad as fu eron utili zadas para la doble tinción co n fal o idina-rodamin,1 y co n 

el anticuerpo contra la proteína E viral, Fig. 20. 

Fig ura 20. Tin ción indirecta d e la proteína E del VD-2 en células i'vlD CK infectadas a las 2 y 3hrs . 
En las cr lu líl s ni nl ro l no inÍ<'ClilcL1 s i1 los d os liP111pos no 111u ('S lr .i11 11in p, un .i sc•11ill d P l.i pm ll' ín ,1 E, 
(A ). La s<• 11,1 l i1 !.is 2hrs d P inL Pr.iL·l·ión co n <• I VD-2 <'S <'S l'JSd (B). L is l.1., lul.i s c1 l,1s ~ hrs d t· inlt• r<Jn·i(rn 
t·on r l VD-2, 111u 1'slr,rn u n ,1 unwnto <' ll Id s<•11 ,1l pC'ro 111u y p<KdS n '•lu l.is 111 ut•sl r.i n 111 od iíit ·.it ·io 11t•s (C). 
L1 p ro l(' Íllcl E lt' JlÍLi.1 n rn Al1•x t1 Sl' indiL·.i n rn !.is punt ,1s Lk íll'L ·h,1. 

A l reali z,H i c1 inmuno tinción d e la proteína E en la s cé lulas, se o bse rvó un,1 se i'lal 
esc,1sc1 ci islribuid cl en distintas pcHtes d el Cclmpo v isuc1l. J,1 111c1 yo rí ,1 d e J,1s pMtícul,1s 

v i r<1 les SL' encuentTcrn ,1dheri das a la s cé lulas d esd e J,1s 2hrs d e interdcc ió n. En la s 

ré luJ ,1s co n tro l no infect,1 d ,1 s no se obser vó ning und sl'f1,1l c1 los mi sm os li L• 111pos. 

Es tos resu lt ,1 d os fu ero n co mplementa dos co n la s i111 c1g enes o bteni d,1s ,1 1 o bservar l cl 

tinL"ión co n f,1loidi ncl d e la mi sm ,1 rnu estr cl para obse rvM J,1s m odific,ir io nes en los 

f il ,1111 entos de c1Ch ncl de l clS cé lul as el icl S que es tabcHl cHiherid os los v iru s, Fig . 21 . 

49 



Ex pres ión d e 
EGFP-actina 

Las célu las infectad as fu eron comporadas con las células control no infectad as, Fig. 
21. A las 2hrs se obse rva que ha y acumulació n d e los fil amentos d e actina en e l 
an ill o cor ti ca l en a lgunos sec tores, en o tra s cé lulas este co m portamiento es s imilar 
solo q ue se observa en tod a la perife ri a de la cé lul a haciendo que el an ill o co rti ca l 
se ap rec ie un poco engrosad o. Por o tro lad o, en zonas d ond e no se presenta es ta 
élc umu lació n tan ma rcada , e l anill o co rti ca l se obse rva en a lg unas pa rtes 
seg men tado\" no bi en de fi n id o, Fig. 21 (B y C) . 

Fig ura 21. Tinci ón directa d e F-acti na co n faloidina en cé lulas MOCK d e l control mock, infec tada s 
co n e l Y0 -2 a las 2h rs y 3hrs. Las cé lulas co mienza n a expe rime nta r mo difi cac io nes d esd e las 2hrs con 
1·es pec to a l con tro l (A). A la s 2h rs, el an ill o co rti ca l presenta la ac u m ul ación d e actina e n a lg unas pa rtes o 
Lle forma u n ifo rn1 e, (B y C) . A las J hrs, las m od ificacio nes se ven m ás marcadas (O y E) y se obse rva la 
,1par ició n d e ac u mulacio nes en form<l d e círculos en lél pa rte <1p ica l d e lél célul <ls in fec téldas (F). La pun til s 
de fl echa indi ca n lil ¡¡gregació n de los fililmcntos . 
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Un d e lC1ll e i111po rlc1nle e n las observaciones es lc1 presencid d e 1wq ueiiC1s 
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pequeñas donas distribuidas en el citoplasma en la parte apical d e la célula, estas 
formaciones pueden ser sitios de unión de las partículas virales con la célula 
propiciando la polim e rización de los filamentos e n esas zo nas, Fig. 21F. Desp ués 
de las 3hrs d e interacción, los efectos se ven más marcados además que se observa 
un aumento de la actina marcada en las microvellosidad es d e forma importante, 
Fig. 21 (D y E), en co mparación con las cé lulas control. Los res ultados o bte nid os 
indica n qu e e n etapas tempranas se llevan a cabo modificacio nes d e los filamentos 
d e actina a l mom e nto d e qu e las partículas virales hace n co ntc1 cto co n la cé lula y 
qu e es to p uede iniciarse por una serie d e procesos d e sefiali zación que d e ri va n e n 
la posterior infección d e las cé lulas . 
Teniendo ya algunos antecedentes sobre el tiempo e n que se comienzan a observar 
los cambios y los efectos que sufren los filam e ntos d e actina e n las e tapas 
tempranas d e la infecc ión en las cé lulas infec tadas y teiiidas, e l s ig ui ente paso fu e 
utili za r e l sis te ma modelo co n las cé lulas MDCK que exp resa n la EGFP-acti na d e 
fo rm a es tabl e y observar si los e fec tos ca usad os por la infecc ió n co n e l VD-2 son 
pe rceptibl es e n este sistema y de es ta forma d e terminar si e l s is tema m ode lo d e 
MDCK ex presando a l EGFP-actina es lo suficientemente sens ibl e para estudiar la 
dinámica d e actina e n res pues ta a la interacc ión con agentes infecc iosos. 
Las cé lul as MDCK de la c lona 4 que ex presa n la EGFP-actina, fueron in oc uladas 
co n e l VD-2 después de 48hrs d e crec imie nto e n e tapa d e sub-co nflu e nc ia y se 
m o nitorearon para observar los cambias que prese ntaban los filam e ntos d e actina 
d esd e los 30min, 1, 2 y 3hrs d e inte racc ió n co n e l v iru s, mi s mos ti e mpos qu e fu e ron 
utili za dos co n las cé lul as d e l co nh·o l mock. Cabe me nc ionar qu e e n es te cc1so los 
cambios se o bse rvaro n s ig ui e nd o la fluorescenc ia de la EGFP-actina e n cé lul as 
fijadas , Fig. 22. 
Lis cé lulcl S tv lDCK qu e ex presan d e formcl es tc1bl e lc1 EG FP-c1ctinc1 co m ie nzan c1 
ex pe rim e ntar un a reo rgani zación d e los filamentos d esd e los 30min mos trc1ndo la 
aparic ión de proyecc iones e n los márgenes d e la cé lula y lc1 fo rma ció n d e pequ e fias 
acumu laciones en la zona apical. Después d e 2hrs d e interacc ión con e l VD-2 
mu es h·an una acumulación o polim e ri zac ió n d e los filamentos d e ac tin a e n zonas 
cerca na s a la me mbrana ce lular, e n cé lulas individu a les, d esd e la orga ni zac ió n d e 
los fi la me ntos e n c ie rtas zonas acompaiiadas d e c1 c umul ac io nes d e es tos e n la parte 
c1p ica l d e las cé lulas y la acumu lación d e lc1 ac tincl e n lr1 reg ió n d e l anill o co rti ca l 
mostrando un engrosc1 mi e nto d e és te, Fig. 22 (D y E), c1I ig ual qu e lo obse rvado e n 
las cé lul as d e l contro l mock. En es tas cé lulas e l p<üró n no es tcrn d e finido y se 
pueden e nco nb·ar va riaciones denh·o d e la mi s ma mu estra, ad e m<1s d e que e l 

número d e células infec tadas es mu y bajo hasta es te mom e nto. 
A las 3hrs d e inte ra cc ió n co n e l virus, al ig ual que e n la s cé lul<1s d e l co ntrol m ock, 

m odifi cac io nes se ve n más marca dos, observand o a los filam e ntos d e actina 
acumu lad os e n la reg ió n del anillo cortica l y tambié n la presenc ia de la s pequ e fia s 
es tructuras e n forma d e donas o algunas oh·as co m o puntos qu e, co m o )' el se dijo 
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rrnlerionne nle, p u L~d cn ser zonr1s d e co nt r1cto co n e l v iru s, l,1s n 1i1 les v is t,1s d esde 
a rri ba mues tran es ta fo rm a y p ro ba ble me nte a l te ne r un a im ,1ge n d esd e l,1 parte 
la te ra l d e Id cé lul a pudiesen co rres pond e r a p ro tube r,rncids e n d onde se rer1li zr1 e l 
pr ime r co ntac to d e l v iru s co n la cé lula Fig. 22 (G , H e 1) . En e l caso d e las 
ac umul ac iones de la ac tin a en la zona d e l anill o co rti ca l, ta mbi é n pu ed e n se r zo nas 
de contacto, y al se r es ta línea ce lular qu e presenta d os reg iones, la a pi cr1l y la 
basolateral q ue son d isti ntas entre s i, la zo na baso la te ra l q ue es do nde se 
e ncue nb«rn las ac umul ac iones d e los filam entos d e ac tin a, se te nga n mayo res s iti os 
de co ntac to q ue reco noce e l virus que e n la zona api cal. Es muy import,rnte d ec ir 
qu e a es tos ti empos las modifi caciones qu e sufre n los filam e ntos d e ac tin a no son 
tan d ra má ti cas y que e l prim e r contacto d e l viru s pu ed e d ese nca d e nar un a se ri e de 
sef1ali zac iones para pos te ri orm ente facilitar la entrada a la cé lul a e in fec ta rl a. 
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Fig u ril 22. C é lula s MD C K ex pres;indo la EGFP-actina, infect¡¡das con el VD-2 en las primeras etapas 
d e in te r;:i cc ió n. Lils cé lulils infcctil das JT1 ucs tril n lil reo rg il ni zil ció n d e ilc ti na desd e los 30mi n d e 
interilcc ión (A) y 1 hr (B y C). Desp ués d e 2hrs de inte ra cción con e l v irus, las células com ienzan il 

c xperimentilr unil reo rgil nizilc ió n de l c itoesc¡ ue le to de ac tina ac um u lándose e n cie rtas zonas (D , E y F) . 
. A. lil s J hrs la s ilcumu lilciones de lil :ict ina en lil zo na de l il nill o co rti cil l se ven m ás m il rcadil s, (G , H e 1). 
l,il pun t;i s de flcchil m¡i1·cil n lil agreg:ic ión de los fi lil m entos. 
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Expresión de 
ECFP-actim 

Existen una gran variedad de téc nicas de transfecc ión con las cual es se pu eden 
introducir secuencias de ADN a las células, muchas de las cuales son seleccionadas 
dependiendo de la res puesta que presente cada línea celular. So bre la utili zac ión 
de técnica de coprecipitado con fosfato de calcio (Ca-pi) se han reali zado es tudios 
los cuales hacen énfasis en la estandarización de las condiciones óptimas de 
precipitación del ADN, las que permiten aumentar las posibilidades de 
transfección. Las condiciones utilizadas en este trabajo para el CaCh, HBS 2X 
reportadas por Jordan et ni, (1996) fueron las mismas, a excepción de la 
concentración del ADN, la cual fue de lOµg/ml ellos sugieren una concentración 
de ADN de entre 25-SOµg / ml. Esta concentración no afectó significativamente la 
cantidad y calidad de los precipitados finos que permiten una mayor probabilidad 
de ser incorporados por la célula, obteniéndose resultados similares al momento de 
transfectar. Concentraciones diferentes de l ADN han sido utili zadas en distintos 
trabajos como por ejemplo 20µg / ml de l ADN d e para los experimentos de 
transfección en macrófagos (Rupprecht et ni, 199-1) .en algunos otros casos se han 
utilizado concentraciones menores, de 2.Sµg / ml del ADN plasmídico (Batard et nl, 
2001). Por el contrario Ponce en 1998, utilizó una concentración alta del ADN para 
transfectar células MDCK, 100µg / ml del ADN plásmido. La variación en la 
concentración del ADN utilizada por cada autor, sugiere que la cantidad de l ADN 
que se emplee para los expe rimentos de transfecc ión con es ta téc nica, no es un 
fa ctor que aumente de manera significativa las probabilidad es de obtener una 
mayo r ca ntidad y una mejor calidad de prec ipitados con fosfato de calcio, ya que 
se obtuvieron res ultados favorables con la concentración elegida reflejados en la 
eficiencia de transfecc ión . Por tanto la técnica de Ca-Pi es una buena he rramienta 
que permite la introducción eficiente de vectores en las células MDCK sin provocar 
alteraciones que afecten sus funciones esenciales, aunque un reporte de Kaji, et nl, 
(1996) en donde evaluaron las propiedades en el transporte ionico de las cé lulas 
MDCK al introducir ADN exógeno por medio de la técn ica de Lipofectina, 
encontró que el proceso de transfección por si solo alte ra las funciones de 
transporte de las cé lulas e piteliales en cuanto al núm ero de s itios de transporte en 
la superficie de la célula . N ues tro trabajo utili za ndo la técnica de h«rnsfecc ión por 
precipitado co n fosfato de calcio mues h·a una ventaja la cual justifica e l uso de es ta 
técnica, con respec to a otras téc nicas las cuales ad emás requie ren reactivos y 
equipo más cos toso . 
Los resultados indican que los vectores pEGFP-Ac tin y p(EYFP-actin)- pueden ser 
expresados en la línea celular MDCK con esta técnica, obteniendo una efici encia de 
transfección aceptable de l 40 % aproximadamente con cualquiera de los dos 
vectores y que ning uno de los dos por si so los provoca n alteraciones en las 
propiedad es físicas de las células, al igual que en e l re porte de Po nce, 1998, dond e 
obtuvo una e fi ciencia de transfecc ión de l 30-40 % en la s cé lula s MDCK 
transfec tand o co n el vec tor psvlCaMBP utili zando 1<1 mi sma técnica. Las cé lulas 
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transfec tadas co n e l vec tor p(EYFP-ac tin ) no prese ntcHon Cl lte rrlCiones e n las 
funciones que depend en Lkl ci l oesquelelo, clde111,b d e lJLI L' lc1 s u '.•lulc1 s pudieron ser 

aprovechadas para llevar a ca bo los ex peri mentos de infecc ión usándo las para 
observar los e fec tos de la infecc ión co n e l virus. 
La fus ión de proteínas como actina co n la proteína verde fluoresce nte (EGFP­
ac tina) puede ser usada co mo una herramienta para monitorear e l comportami ento 
de la actina en distintos tipos de células. Al respec to se tiene n reportes sobre la 
locali zac ión de la proteína EGFP-actina dentro de las cé lulas, Ba lles tre m et ni, en 
1998 al trabajar con células B16F1, fibroblastos 3T3, células CHO, COST-7 y t-End, 
transfec tand o con la EGFP-acti na mencionan que la sobreexpresión de la ~-actina 
utili za ndo la sec uencia de un fuerte promotor de l cito mega lov iru s (CMV) provoca 
severos impactos sobre la morfología de las cé lul as COS-7, provocado 
probablemente por un efecto citotóxico de la expresión de la EGFP por si so la y 
hacen énfasi s en que seleccionar un promotor adecuado es crucial para pod er 
expresa r la EGFP unida a actina. Chodias et ni en 1998, trabajaron co n la EGFP­
actina introduciéndola en las líneas celulares NIH3T3, NBT II, COS-7, PC-12 y 
células HeLa, y mostraron que esta proteína se encuentra presente en las fibras de 
estrés, las adhesiones focales y formando parte del anillo cortical además de 
enconh·arse una parte di seminada en e l citopl as ma qu e co rres pond e a la acti na 
globular. Es tos resultados fu e ron similares en e l trabajo de H erget-Rosenthal et rzl 
en e l 2001, al transfectar células epite liales LLC-PK, en dond e se loca li zó a la 
proteína formando las mismas estructuras del citoesque le to d e actina y 
adicionalmente en las microvellosidades de esta línea celular epite lial. Los 
resultados obtenidos en este trabajo concuerdan con las reportes antes 
mencionados sobre la localización de la EGFP-actina. En las células MDCK se 
encontró a la proteína formando parte de las es tructuras de l anillo cortical, las 
fibras de es trés, microve llosidad es y una parte di semin ada en e l citoplasma 
correspo ndiente a la F-actina y la G-actina, respectivam ente. Es to indica que la 
loca li zac ión de la EGFP-actina expresada en las cé lulas MDCK, co rres pond e a las 
estructuras del citoesqueleto de actina. Esta locali zació n se co rroboró con análisis 
de colocalización marcando a la F-actina endógena de las células transfec tadas con 
faloidina-rodamina. A unque si se presentaron distintos nive les de ex pres ión en las 
células transfectadas, a diferencia del trabajo de Ballesh·em CI 998), no enco ntram os 
signos de toxicidad que deriva ran en modificacio nes morfol óg icas de las células 
transfectadas y clonadas, las cuales presentaron ni ve les altos de expresió n de la 
EGFP-ac tina . Ya que se utili zó la secuencia de un viru s (CMV) como prom otor, la 
variabilidad de la expresión en es tas células sugiere que la inserc ión del ADN del 
vector se dio azarosamente dentro del cromosoma de las células por med io del 
proceso de recombinación hete róloga y por tanto la ex pres ión de és te en algunas 
células derivó en que la expresión se mostrara co n d istintos niveles al es tar 
controlada la expresión de EGFP-actina por el promotor CMV y de secuencias 
endógenas de la célula que regulan la expresión de genes. Por e llo la clonación de 
es tas células fue necesari a para poder obtener la mayor ca ntidad de cé lul as que 
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expresaran la proteína EGFP-actina de forma homogé nea. L1 otra alternativa que 
se ha propuesto sobre la falta de expresión homogé nea d e la proteína aún en 
prese ncia d e l marcador de sel ección, es la reportada po r Choidas et ni ·1998, en la 
cual se plantea la posibilidad de alguna deleción en la secuencia d e l plásmido o al 
momento de la expresión d e la proteína que elimina e n parte su fluorescencia. La 
primera propuesta mencionada puede explicar el comportamie nto de las cé lulas 
MDCK transfectadas ya que se encontraron tanto células con distintos niveles de 
expresión así como células que crecían en presencia del marcador de selección y no 
emitían fluorescencia de la EGFP-actina de forma evidente, aunque no se 
obtuvieron datos que indiquen específicamente el comportamiento con la segunda 
propuesta . 
El citoesque le to de actina e n cé lulas epite liales es altam e nte dinámico y 
frec uente me nte pued e sufrir alteraciones. El uso d e di s tintas esh·ategias para 
es tudi a r e l comportami e nto d e l ci toesq ue le to d e acti nd e n res pu es ta r1 di s tintos 
estímul os co mo e l e liminar e l ATP del medio (Herge t-Rosenthal, et ni 200·1), la 
estimulación de células KB con factores d e crecimiento co mo EGF (Wite nmaye r et 
nl, 2000), tratar células B16 con citocalacina B y D (Ball estre rn et ni, ·1998), es una 
prueba que indica si la organización del citoesqueleto d e actina no se ve alterada 
por la prese ncia d e la actina exógena . Los resultados obte nidos e n este h·abajo 
mues tran qu e al tratar a las células transfectada s con citocalacina D, e l 
citoesque le to d e actina sufre en forma progresiva la d espolirn e ri zación d e los 
rni crofilarn e ntos d e actina y son afec tados tanto los qu e no co nti e ne n la EGFP­
actina co mo los formados por actina no marcada . Los lfatos obte nid os hc1stc1 es te 
punto su g ie ren que la ex pres ión d e la EGFP-actina no p<Hece afec tar la morfología 
de las cé lulas MDCK y que la incorporación de la prote ína fluorescente a las 
estructuras del citoesqueleto no altera la organización ni la distribución del 
citoesquele to de actina comparado con la actina e ndógena e n las células no 
transfec tadas y d e l control mock. 
Las modificaciones que sufre el citoesqu e leto en res puesta a la infecc ió n con 
e ntidad es virales se ha reportado solo para algunos grupos d e virus como 
Baculovirus, Iridovirus, Paramixovirus, Retrovirus y Ortopo xvirus (Cudrnure et ni, 
1997), d e los cuales se han podido caracterizar sus efectos al nive l d e l citoesque le to. 
En gene ral, la mayoría provoca la disrupción d e los filam e ntos o la formación de 
estructuras que favorecen su entrada, como los cables d e actina con ad e novirus, la 
inducci ó n d e proyecciones en etapas tempranas d e la infecc ión con e l herpes 
simplex virus, etc. Es claro que todas estas modificaciones d e pe nd e n en g ran parte 
d e la susceptibilidad d e la célula. En el caso de las cé lulas MDCK por sus 
caracte rísti cas mencionadas en capítulos anteriores, han sido utilizadas para 
distintos estudios donde el citoesqueleto se modifica después d e infectar con virus 
como el d e la influenza A/ WSW y el virus VSV (Gottlie b et 111, 1993) en particular 
durante la endocitosis en monocapas polarizadas. Con el virus A/ Udorn / 72 se ha 
observado la morfología viral después de la inoculación (Roberts et ni, ·1998) entre 
otros estudios. El presente trabajo es primer reporte que pone de manifiesto la 
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s usceplibilidad d e Iris célulcts epiteliales MUCK c1l v irus dl'I Ue 11gue i11 uilro 
e ncontrando,¡( viru s el la s '12hrs pos t inorul clC ió n y 111 0s lrcll1ll o un ,1 111 odifirc1ri ó n 
evidente d e l citoesque le to a las 48hrs. Las cé lulas qu e has ta e l mome nto mu eslnn 
una clara s usceptibilidad y re plicaci ón (infección produdiva) ,1 la infecc ió n d e l 
virus d e l De ngu e so n: a) los hepatocitos y células Kupffe r (Bhamarapravati et ni 
1965), b) los monocitos circulantes (en bajo porce ntaje), e) las plaqu e tas humanas 
(Boop uckanvi g et ni, ·1979 y Funahara et ni, 1982), d) las cé lulas d e l es troma d e Ja 
m édula ósea (Nakao et ni, 1989) y e) células endoteliales ( Andrews et ni, 1978 y 
Bunjaratvej et ni, 1997). Al igual que las células anteriorm e nte mencionadas, la línea 
celular MDCK presentó una infección productiva con el v irus del De ngu e serotipo 
2 co n una consiguie nte modifi cac ión d e l citoesque le to d e actina y tubulina 
relacionada co n la progresión de la infección. 
La actina e n cé lulas normales se encuentra distribuida e n distintas reg iones d e la 
célula y en mayor proporción formando parte de los filamentos los cuales se 
organizan d e forma paralela unos con otros o formando ángulos e ntre ellos. 
Células TC7 infec tadas con adenovirus, experimentan modifi cac iones d e los 
filamentos de actina desde las 14-16hrs, después d e la reorganización de los 
microtúbulos, encontrando pequeños filamentos en la zona distal d e l núcleo y 
mostrando una modificación progres iva de los filam e ntos de actina (Staufenbiel et 
nl, 1986). Las células MDCK transfectadas, en este trabajo, a difere ncia de los datos 
proporcionados por Satufenbiel (1986), al ser infectadas con VD-2, comenzaron a 
presentar modificac iones desd e las prim e ras etapas d e la inte racción, a los 30min, y 
de forma m ás evidente a los 60min, mostrando agregados en la parte apical d e la 
cé lula pe ro sin mostrar modificaciones dramáticas . Bosche k C' t ni (1981), 
encontraron resultados similares al infectar células de embrión d e pollo ts-N Y68 
con el virus del sarcoma. Desde las 3hrs post infecc ión se observaron 
ac umulaciones de los filamentos en forma d e espiral, ocas io na lm e nte localiza dos 
en la p erife ria, algunas otras acumulaciones se mues tran e n la parte apical d e las 
células formando pequeños agregados desde las 3hrs hasta las 6hrs al marcar las 
células con faloidina-rodamina. La infección de células en general provoca la 
disrupción de los filamentos de actina, lo cual es indicativo de una fragmentación y 
de procesos de despolimerización y polimerización, apareciendo desde etapas 
tempranas y de forma progresiva, esta reorganización de los filamentos de actina 
en las primeras etapas de interacción virus-célula probablem e nte es ta re lacionada 
con la agregación d e los virus provocada por la interacción de prote ínas virales con 
la membrana celular ya que se ha propuesto que el pape l d e la actina pe rece es tar 
relacionado con los eventos d e la membrana los cuales incluye n la e ntrada y salida 
de los virus ( Higley et ni 1997 y Ploubidou et ni, 2001 ). 
Por otro lado en algunos estudios se ha revelado que la actina e n sus formas 
globular y filamentosa es utili zada como interfase e n la morfogé nesis de los virus 
en el interior de la célula involucrando procesos d e polimerización y 
d espolimeri zación de és ta (Straus, 1996). De alguna forma esta propuesta puede 
explicar un poco la reo rgani zac ión de los filam e ntos d e actina a ias 48hrs post 
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infección formando estructuras filamentosas que colocalizan con la señal de la 
proteína E de la cápside del virus en tinciones indirectas con <Hüicuerpos, que 
pueden tener relación con los procesos de morfogénesis del virus después de 48hrs 
d e haber entrado a la célula. 
La red de microtúbulos es una estructura altamente dinámica que esta implicada 
en muchos aspectos de b·ansporte de proteínas y la polaridad en muchos tipos de 
células. Los agregados de microtúbulos se encuentran orientados 
longitudinalmente en el eje apico- basolateral en células normales. Las células al 
ser infectadas por el virus Ki-MSV, presentan una disrupción de los microtúbulos 
apareciendo alrededor del núcleo como si lo envolvieran (Declo"itre et ni, 1991 ). 
Estos cambios son generalmente referidos al efecto citopático que presentan las 
células. El virus vaccinia al infectar a las células, también desorganiza a los 
microtúbulos probablemente como consecuencia de la sobreexpresión de las 
proteínas del virus que interactúan con las proteínas asociadas a los microtúbulos 
destruyendo la función de centrosoma (Ploubidou et ni, 2001) . La organización 
normal de los microtúbulos comienza a observarse modificada desde las 12-Hhrs 
post infección con adenovirus, desapareciendo el centro de organización de los 
microtúbulos y distribuyéndose en las partes periféricas de la célula ( Staufenbiel 
et al, 1986). Los resultados obtenidos indican un comportamiento similar en las 
células MDCK al ser infectadas con el VD-2, observando después de 48hrs la 
disrupción de los microtúbulos que rodean al núcleo de las células confluentes. 
Por otro lado, en células sub-confluentes se observó una disrupción más marcada 
de los microtubulos lo cual sugiere que en células en estado de sub-confluencia los 
mucrotúbulos son más dinámicos y su modificación es más dramática al entrar en 
contacto con el virus. 
La dinámica de los filamentos de actina de células transfectadas con la EGFP­
actina, como ya se ha mencionado se ha analizado utilizando una gran variedad 
d e estrategias para evaluar su comportamiento, pero se conoce poco sobre los 
procesos infectivos en los que participa el citoesqueleto de actina, Choidas et al, 
(1998) probaron las aplicaciones que puede tener la GFP unida a actina realizando 
distintos análisis. Utilizaron células HeLa transfectadas con la GFP-actina y las 
infectó con Listerin 111011ocitogenes para mostrar la distribución de la actina 
fluorescente observando la formación de las llamadas "colas de actina" que son 
utilizadas por la bacteria para moverse dentro de la célula. Este tipo de análisis 
proporciona datos importantes ya que se pueden monitorear los procesos 
infectivos desde las primeras etapas de interacción hasta las etapas tardías, 
obteniendo mayor información del fenómeno que puede d e rivar en un mejor 
entendimiento que coadyuve en un mom ento dado a e laborar nuevas es b·ategias 
de estudio y prevención de la infección. 
En resumen, al no afectar las características de los cé lulas MDCK, la ex pres ión d e 
la EGFP-actina es una herramienta con la cual se pueden evaluar los cambios en la 
dinámica del citoesqueleto de actina en respuesta a distintos es tímulos ya que 
exhibe características similares a la F-ac tina y G-actina endógena. Al interactuar 
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las células transfectadas con agentes infecciosos se pueden evaluar las 
modificaciones del citoesqueleto en sus primeras etapas y también en etapas 
tardías. Ya que el citoesqueleto de actina esta involucrado con un gran número de 
funciones celulares, la expresión continua de la EGFP unida a actina puede ayudar 
a entender mejor los procesos en los que participa. 

IZT. 

X. CONCLUSIONES. U.M.A.M CAllPVS 

Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que la EGFP-actina 
puede ser expresada en la línea celular MDCK y se localiza en los mismos sitios 
que la actina endógena, sin alterar las características de los filamentos formados 
por la proteína exógena. 

La construcción del vector p(EYFP-actin) utilizado como control de transfección 
(control mock) en las células MDCK, mostró que las características de las células 
transfectadas no se ven alteradas por el proceso de transfección . 

La selección con G-418 permitió la obtención de transfecciones estables de las 
células MDCK, las cuales al ser clonadas expresaron la EGFP-actina de forma más 
homogénea en todas las células. 

Las células de origen epitelial MDCK mostraron infección productiva con el virus 
del Dengue Tipo-2. Gran número de partículas virales se observaron dentro de las 
células a las 48hrs post-infección. 

Los cambios en el citoesqueleto ante la entrada del VD-2, se presentan el los 
filamentos de actina y también en los microtúbulos, en estos últimos se observan 
cambios dramáticos en la organización, particularmente en las células sub­
confluentes. 

La expresión de la EGFP-actina en las células MDCK, constituyó una herramienta 
adecuada con la cual se pueden observar y caracterizar los cambios en la dinámica 
de actina en las primeras etapas de interacción con el VD-2 así como en etapas 
tardías en que el virus ha penetrado a las células. 
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XII. APÉNDICE. 

pEGFP-Actin 

5.8Kb 

Bsr{j 1 

~-Bspf. I 
"Bglll 
'Xhol 

Expresión de 
EGFP-Mtin,1 

Mapa de restricción del vector de información de la proteína verde flu orescente fusionada 
con ~-actina (pEGFP-Actin) de 5.8 Kb . Todos los sitios de restri cción que se muestran son 
de un so lo corte. El sitio Xha I está metilado . Este vector fue utilizado para los 
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A.ui l SnaB 1 
/ NIHill 

Eco47 lll 
Agel 

Pstl 

Expresión de 
nC FP-Ml iníl 

Mapa de restricción del vector de información de la proteína amarilla fluorescente fusionada 
con P-actina (pEYFP-Actin) de 5.8 Kb. Todos los sitios de restricción que se muestran son 
de un solo corte. El sitio Xba l está metilado. Los sitios de las enzimas Pst l y BamH 1, se 
localizan en las regiones terminales de la quimera EYFP-Actin que fue deletada para Ja 
construcción del control mock. 
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A¡xlLI Arel 

Ál'1'Il 

p(EYFP-actln) -

4.lKb 

StU 1 

Age 1 

Expresión de 
P.l. f P-.ict i n.1 

Mapa de restricción de la construcción del control mock , basado en el vector pEYFP-Actin. 
Los sitios Pst 1 y BamH I, se perdieron como consecuencia del rell enado co n la enzima T4 
DNApolimerasa. El tamaño del vector obtenido es de 4 l 62pb 
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