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. RESUMEN

Antecedentes: El uso de tecnologias ha permitido que la calidad de vida del ser
humano mejore. Al respecto, la expansion de la nanotecnologia se ha dirigido
hacia la realizacion de diversos estudios entre los cuales destaca el uso de
nanoparticulas con aplicacién en el campo de la medicina. En este contexto, se ha
documentado su satisfactorio empleo contra células tumorales, ademas de su
eficacia como antibiodtico, antimicético y antiparasitario en estudios in vitro. Sin
embargo, no existe evidencia suficiente que respalde el uso de las nanoparticulas
contra virus que afectan al ser humano, pues no se han realizado suficientes
estudios que evallen su citotoxicidad paralelamente a su eficacia; razon por la
cual surgio la presente investigacion.

Objetivo: Evaluar el efecto inhibitorio de un compuesto nanoparticulado sobre la
replicacion de los Virus Herpes Simplex tipo 2 y del Virus de la Influenza A H1H1
pandémico 2009.

Metodologia: Tras realizar un cultivo celular, una posterior infeccion viral y un
ensayo de MTT para viabilidad celular (empleando concentraciones no toxicas
para las células) se llevé a cabo una cinética a diferentes tiempos (5, 10, 15, 30,
45 y 60 segundos) de un compuesto nanoparticulado contra dos tipos de virus, un
ADN virus (VHS-2) y un ARN virus (influenza A HIN1 pandémico 2009), estos
previamente activados.

Resultados: Se obtuvieron los titulos virales de 10%° para el VHS-2 y de 1:256
para el virus de la influenza, se obtuvo una concentracion letal 50 de 10 del
compuesto nanoparticulado en los cultivos celulares y después de realizar las
cinéticas correspondientes se halld6 que este compuesto puede inhibir la
replicacion en ambos tipos virales.

Conclusion: ElI compuesto nanoparticulado empleado fue capaz de inhibir la
replicacion viral del VHS-2 y del virus de influenza A HIN1 pandémico 2009,
sugiriendo su posible uso como agente virucida.
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Il. INTRODUCCION

En la naturaleza existen diferentes tipos de microorganismos, tales como:
bacterias, hongos, protozoarios, ademas de priones y virus; siendo estos ultimos
de gran relevancia en el presente trabajo. De manera concreta, los virus son
capaces de desencadenar infecciones a través de diversos mecanismos, que
ademas resultan ser bastante complejos; razén por la cual erradicarlos del sistema

se convierte en una ardua labor.

La literatura refiere que los virus son parasitos intracelulares cuya capacidad para
replicarse dentro de la célula que infectan, les permite sobrevivir al grado de
incluso acompanfar a su huésped hasta la muerte; lo que, aunado a su capacidad
relativa para provocar enfermedades, los convierte en uno de los principales
objetivos de la medicina actual. En este sentido, se ha documentado que los virus
Herpes Simplex tipo 2 (VHS-2) e Influenza AH1IN1 pandémico 2009, poseen una
elevada tasa de morbilidad y mortalidad tanto a nivel mundial como entre la

poblacién mexicana.

Por otro lado, se ha descrito que el VHS-2 pertenece a una familia de virus que no
pueden ser erradicados una vez que logran replicarse dentro de la célula huésped.
Respecto al A HIN1 pandémico 2009 cabe mencionar que, dada su constitucion
genomica la cual le confiere la capacidad de mutar con elevada frecuencia, tuvo
un exabrupto en la tasa de infeccién y mortalidad, provocando una pandemia en

dicho afio.
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Dado lo anterior, en las ultimas décadas se ha trabajado arduamente para
dilucidar los mecanismos de infeccibn y con ello proponer estrategias que
permitan prevenir y/o evitar las enfermedades viricas. Pese a los avances en este
campo, los virucidas que existen en la actualidad son muy poco efectivos y
potencialmente toxicos. Por tal motivo el presente trabajo pretende proporcionar
evidencia del efecto inhibitorio de un compuesto nanoparticulado sobre la

replicacion de los virus VHS-2 e Influenza A HIN1 pandémico 2009.
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I MARCO TEORICO.
En la vida cotidiana, en los laboratorios académicos y de analisis clinicos, asi
como en la industria, se encuentran microorganismos nocivos para el ser humano,
mismos que deben ser eliminados. De la amplia gama de microorganismos
patégenos, los virus son de especial interés debido a su habilidad para mutar, lo
que aunado a su capacidad de invadir células y replicarse dentro de ellas, los
convierte en agentes potencialmente nocivos. Derivado de ello es esencial
conocer sus caracteristicas con la finalidad de encontrar estrategias para

eliminarlos sin dafiar, en medida de lo posible, las células que infectan.'?

Dada la importancia de los virus en la presente investigacion, a continuacioén, se

presentan algunas de sus propiedades.

lll1 Generalidades acerca de los virus.

Considerar a los virus como organismos Vvivos, es una interrogante cuya respuesta
es ambigua. Si bien se puede considerar que la vida es un complejo conjunto de
procesos resultantes de la accion de proteinas cuya especificidad y actividad
depende de los &cidos nucleicos, los virus son inertes fuera de las células
huésped, razén por la cual no se consideran organismos vivos. Sin embargo, una
vez que los virus ingresan en la célula huésped sus acidos nucleicos se activan y
se produce la replicacion viral; ademas, desde el punto de vista clinico los virus se
pueden considerar organismos Vvivos ya que propician infecciones vy
enfermedades, de ahi que exista controversia en cuanto definirlos o no como
seres vivos.?3

Jesus Alberto Vargas Hernandez 10




Un virus se puede considerar un cumulo excepcionalmente complejo de
compuestos quimicos sin vida o un microorganismo vivo excepcionalmente simple.
Los virus se caracterizan por: a) un unico tipo de acido nucleico ya sea ADN o
ARN, b) una cubierta proteica (a veces incluidos algunos lipidos e hidratos de
carbono) que rodea al acido nucleico, ¢) se multiplican dentro de una célula viva
mediante el uso de la maquinaria de sintesis proteica propia de la célula, d)
inducen la sintesis de estructuras especializadas capaces de transferir el 4cido

nucleico viral a otras células y e) su tamafio varia de 20 a 1000 nm.**

La estructura de los virus varia dependiendo de su material genético, asi la
primera estructura que se forma es el viribn considerado una particula infecciosa
completa, totalmente desarrollada, compuesta solo por un &acido nucleico y
rodeada de una cubierta proteica que sirve como proteccion ante el medio y que
ademas funciona como vehiculo de transmisién de una célula huésped a otra. De
acuerdo a la ausencia o presencia de esta recubierta proteica, también se pueden

clasificar como virus desnudos o envueltos, respectivamente.®*

Los virus poseen un solo tipo de acido nucleico, ADN o ARN, pero nunca ambos,
este puede ser monocatenario o bicatenario y adoptar una forma lineal, circular o
segmentada. El porcentaje del acido nucleico varia entre el 1% y el 50% de su
composicion y puede contener desde unos cuantos miles hasta 250 000
nucleotidos. La envoltura de los virus esta constituida por complejos de hidratos de
carbono-proteinas que sobresalen de la superficie de la envoltura y son
denominadas espiculas; algunos virus se adosan al huésped mediante estas

espiculas, mismas que al ser altamente especificas, pueden emplearse como
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herramienta de identificaciébn. La envoltura de los virus, llamada capside, los
protege de enzimas como las nucleasas que se encuentran en los liquidos

biolégicos y de esta manera se favorece su fijacion a la célula huésped.?3

Todas las caracteristicas mencionadas son de vital importancia para los virus
puesto que les permiten infectar a la célula huésped y posteriormente replicarse
dentro de ella, razén por la cual se dificulta erradicarlos del organismo, tal como
sucede con el Virus Herpes Simplex tipo 2 (VHS-2) y el Virus de la Influenza A

H1N1 pandémico 2009, ambos de gran relevancia en la presente investigacion.

.2 Virus Herpes Simplex tipo 2.
Los herpes virus humanos constituyen el tipo de virus de aislamiento mas
frecuente en los laboratorios, ademas de ser los principales agentes etioldgicos de
enfermedades de la piel. La Familia Herpesviridae constituida por los siguientes
miembros: Virus Herpes Simplex tipo 1 (VHS-1), VHS-2, Citomegalovirus humano,
Virus de Epstein-Barr, Virus de la varicela-zoster, Herpes virus humano 6, Herpes

virus humano 7 y Herpes virus humano 8.5

Algunos miembros de la familia de los herpes virus pueden integrar su ADN al de
la célula huésped. La mayoria causa una infeccion latente en células linfoides o en
ganglios del sistema nervioso central (SNC) y se reactivan para producir
enfermedades recidivantes. En general, las primoinfecciones producidas por los
herpes virus, son mas graves cuando tienen lugar durante la adolescencia y la

edad adulta que cuando ocurren en la infancia. 6-1°
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Los herpes simplex pertenecen a la subfamilia alfavirinae. Estructuralmente se
identifican cuatro componentes en estos virus: en el centro se encuentra una
estructura densa que contiene ADN de doble hélice de aproximadamente 152 kb,
seguida de una cipside icosaédrica de 162 caps6meros, una capa amorfa de
glucoproteinas que rodea la cdpside y la estructura mas externa corresponde a la

envoltura, tal como se puede observar en la figura 1.19-1?

Capsula
polipeptidica
icosaédrica

Tegumento

Glicoproteinas
/ de superficie

ADN viral

Figura 1. Estructura del VHS- 2. Tomado de Avilés LCL, 2008. 13
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Las glicoproteinas de la superficie viral se fijan a las células del huésped y
posteriormente se funden la envoltura viral y la membrana celular para facilitar el
ingreso a la célula. Una vez que el virus ha penetrado en la célula, el ADN viral
ingresa al ndcleo celular y se da lugar a los siguientes fenémenos biol6gicos:
transcripcion, sintesis de ADN, ensamble de la capside, encapsulacion del ADN y
recubrimiento con la envoltura, finalizando con la salida del virus de la célula

huésped.0 14
M27Epidemiologia del VHS-2.

Los Virus Herpes Simplex (VHS) producen una amplia variedad de infecciones,
pese a que solo dos serotipos del virus (1 y 2) infectan a los seres humanos. En
este sentido, los antigenos compartidos entre los serotipos 1 y 2 complican la
diferenciacion serologica de antigenos y anticuerpos, aunque ya se comercializan
reactivos de alta especificidad para su correcta diferenciacion. En personas sanas,
predominan las infecciones de la cavidad bucal y del aparato genital, siendo
responsable de dichas infecciones el VHS-1; en tanto, el VHS-2 causa lesiones
predominantemente genitales, aunque se ha encontrado que hasta un 30% de los
aislamientos del aparato genital pertenecen a cepas del tipo 1, mientras que un
porcentaje muy bajo de aislamientos de la cavidad bucal pertenecen a cepas del
tipo 2. Ademas, el VHS-2 tiene una tasa de mortalidad del 35.78% dentro de la

poblaciéon mexicana. 6 10-11. 15

La tipificacion de los aislamientos de herpes en la zona genital proporciona valiosa
informacion pronostica, ya que las infecciones causadas por el VHS-1 tienen
menos tendencia a recidivar en comparacion con las producidas por el VHS-2. Al
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respecto, en un estudio realizado con un grupo de mujeres que habian tenido
primoinfeccion genital (definida por la ausencia de anticuerpos contra el virus tipo
2 y un cultivo positivo de las lesiones genitales), el 89% tuvo una recidiva después
de una mediana de 391 dias; ademés, hubo al menos seis recidivas durante el
primer afio en el 38% de las pacientes y el 20% tuvo mas de 10 recidivas. Por otro
lado, un estudio secuencial de pacientes con infecciones recidivantes demostro
que la infeccion cursaba de manera asintomatica y carecia de lesiones visibles

durante un tercio del periodo durante el cual se eliminaba el virus.6 7. 11, 14-15
M.22Sintomatologia y diagnostico

Las lesiones observadas por infeccion con el VHS-2 son muy similares a las
ocasionadas por el VHS-1, la diferencia radica en que las primeras se encuentran
localizadas en las células de las mucosas genitales. En mujeres, aparecen
vesiculas y ulceras en la mucosa de vagina y cérvix, asi como en la piel de la
vulva; mientras que los hombres presentan vesiculas y ulceras, tanto en la
mucosa como en la piel del pene. Dichas lesiones tienen una duracion de pocos
dias y en algunos casos semanas, posteriormente evolucionan a costras y
desaparecen; meses después, 0 a veces incluso semanas, reaparecen las
lesiones en un nuevo brote. Las lesiones se acompafian de otros sintomas, tales
como disestesias 0 hiperestesias, es decir, que el individuo experimenta
sensaciones de hormigueo, cosquilleo o hipersensibilidad al roce de la ropa en la
region de los gluteos, muslos y a veces del escroto; tal reaccion se presenta
debido a que el virus se aloja en los ganglios sacros por lo que las fibras sensitivas

se irritan.” 15-16
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Las lesiones herpéticas evolucionan como maculas, papulas, vesiculas, ulceras y
costras. En mujeres se puede presentar el sindrome de retencion urinaria, y
pueden aparecer algunas complicaciones a largo plazo, entre ellas destacan las
neuralgias, radiculomielitis sacra, asi como proctitis. En pacientes con una
respuesta inmune baja o durante el embarazo se puede desarrollar hepatitis,

coagulopatia intravascular, encefalitis y formas cutaneas generalizadas.’-8 1112, 15

Las infecciones herpéticas oculares provocan queratoconjuntivitis herpética o
conjuntivitis folicular herpética, caracterizadas por prurito ocular, fotofobia, edema
palpebral, ardor intraocular, quemosis, crecimiento de ganglios linfaticos
preauriculares, ulceras cornéales, y en casos mas graves, opacificacion de la
cérnea acompafada de pérdida progresiva de la vista e incluso la ruptura del

globo ocular.67-11. 15

Por otra parte, durante el embarazo es muy probable que se presente una
infeccion, siendo méas frecuente aquella por via ascendente que por via
intrauterina debido al contacto con mucosas y piel del producto. La infeccion
después del parto se debe al contacto del neonato con personas infectadas,

frecuentemente por herpes labial. 712 15

Con respecto a las infecciones sistémicas del neonato, se sabe que comprometen
al SNC y pueden dafar otros érganos como laringe, traquea, pulmoén, esofago,
estbmago, tracto gastrointestinal, bazo, rifiones, pancreas, corazon, higado,
glandulas adrenales, piel, ojos y boca. Las manifestaciones que pueden
observarse incluyen: fiebre, cefalea, desdordenes mentales, signos cerebrales

focalizados y otros datos neuroldgicos de alguna zona afectada del encéfalo.b7 11
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El diagnostico para el VHS-2 habitualmente se realiza en forma clinica sin mayor
dificultad ya que las lesiones son tan caracteristicas que esta tarea se vuelve muy
sencilla; no obstante, en las formas sistémicas, generalizadas o atipicas el

diagndstico se convierte en una labor muy complicada.’-®

Para el aislamiento del virus se obtienen diferentes productos biolégicos entre los
cuales se encuentran: liquido cefalorraquideo, orina, exudados faringeo y
conjuntival, raspados de mucosa de cérvix, mucosa oral, de lesiones cornéales y
de los bordes de las lesiones, legrado de los bordes y la base de las vesiculas. Al
estudio de los materiales obtenidos en las lesiones cutaneas y oculares se le
conoce como el frotis de Tzanck. El material obtenido se tifie y se observa al
microscopio, encontrdndose células gigantes multinucleadas con cuerpos de
inclusion, aunque lo méas conveniente es realizar la inoculacién en cultivos
celulares. Bajo este contexto, se recomienda usar el cultivo de tejido de células
Vero o fibroblastos de prepucio humano y estudiar el efecto citopéatico. Otro
recurso es preparar los especimenes biolégicos para estudio de microscopia

electronica.b 11-12.15,17

Para el diagnéstico serolégico se utilizan pruebas de inmunofluorescencia y
ELISA, también existen kits de pruebas rapidas basadas en inmunocromatografia.
El estudio de la reaccibn en cadena de la polimerasa se utliza para la
identificacion de ADN y es recomendada por excelencia debido a su sensibilidad y

especificidad.® 11-12. 15, 17
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M23Tratamiento.

Hay algunos farmacos que se utilizan en el tratamiento de las infecciones por
VHS, tales como: la idoxuridina, la citosina arabinosida y el aciclovir, asi como el

valaciclovir y el fanciclovir.5 1

El tratamiento tépico de las lesiones cutdneas y mucosas se puede realizar con
idoxuridina oftalmica, aciclovir y vidarabina, ya que se logra disminuir las
manifestaciones locales y se reduce el tiempo de las manifestaciones clinicas del

brote herpético.1? 14-15

M3 Virus de la Influenza A HIN1 pandémico 2009

El genoma, constituido por ARN, esta formado por segmentos independientes (8
segmentos) que codifican 10 proteinas y PB1-F2 (figura 2), éste ultimo potencia la
actividad proapoptética inducida por el virus, aunque no siempre esta presente.

Las proteinas del virus se enumeran y presentan de la siguiente manera:

1.- Hemaglutinina (H): es el ligando del receptor viral. Define el tropismo de
especie y el area del arbol respiratorio que infecta, esta implicado en la eficacia de
transmision. Su ligando es un residuo de acido siélico en la membrana celular del

hospedero.

2.- Neuraminidasa (N): cliva el acido sialico y libera el virion durante el ciclo vital
del virus. Es la diana de intervencion terapéutica sobre la que actian el oseltamivir

y el zanamivir (derivados sintéticos similares al 4cido sialico).
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3.- M1: proteina de la matriz.

4.- Proteina M2: controla el pH en el interior del virus, en un canal i6nico que
permite que el genoma viral se libere durante el proceso de replicacion. Es la
diana de intervencion terapéutica de la amantadina y la rimantadina, las cuales

bloguean su accion.
5.- Proteina NS1: inhibe la respuesta inmune del hospedero.

6.- Proteina NS2: Transporta las ribonucleoproteinas (RNP) del nucleo al

citoplasma.
7.- Nucleoproteina NP: se une al genoma viral.

8.- PB1, PB2, PA: actividad ARN polimerasa.'8- 22

Nucleoproteina

Polimerasa de ARN

Segmentos génicos de ARN

Proteina M1 (matriz)

Figura 2. Estructura del Virus de la Influenza A HLN1 pandémico 2009. Tomado de Noda (2010). 1°
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M3 Epidemiologia del virus de la Influenza A HIN1

Para entender mas acerca de la replicacion del virus se requiere conocer el
mecanismo de transmision de la Influenza A, la cual ocurre a través de microgotas
de secreciones respiratorias que son muy pesadas para mantenerse suspendidas
por distancias superiores a 1m. Las condiciones climéticas, relacionadas con la
humedad relativa y la temperatura, repercuten en la eficiencia de esta transmision,
de tal manera que en el hemisferio norte la estacion de influenza se extiende por
meses de noviembre a marzo, mientras que en el sur de mayo a septiembre.
También las manos contaminadas con el virus, al contactar las mucosas son otra
via de infeccion; el germen penetra el arbol respiratorio superior e inicia la

replicacion viral a nivel de las células epiteliales.18-19. 21, 23-24

El receptor reconocido por el virus, evento que realiza a través de la H, es un
residuo de &cido sidlico que se encuentra en la membrana de las células
epiteliales. Este residuo estd unido a una galactosa por un enlace que puede ser
de tipo alfa 2,3 o alfa 2,6. Es de particular interés que en el cerdo existe la
presencia de ambos tipos de receptores en vias superiores. Los virus aviares
reconocen el enlace tipo alfa 2,3 y los humanos el alfa 2,6; y el cambio de
preferencia de la H virica de alfa 2,3 por alfa 2,6 favorece que un virus aviar se
adapte a humanos. El cerdo puede ser afectado por el virus de origen humano, de
origen aviar y los propios del cerdo, constituyendo el reservorio ideal para que
ocurran reestructuraciones viricas. Se han descrito 16 H y 9 N; todas se

encuentran presentes en los virus de influenza que colonizan el intestino de aves
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marinas silvestres, por lo que estos animales son el reservorio natural de todos los

virus de influenza.18-20. 24-25

Una vez que ocurre la union entre la H y el &cido siélico, el virus penetra en la
célula diana en una vesicula endosémica y posterior es encapsulado parcialmente.
De manera paralela, la proteina M2, cuya funcion es actuar como canal iénico,
induce cambios de pH intraviral y permite, durante el ciclo replicativo (formacién de
viriones), que el genoma viral se desprenda de la matriz y se libere hacia el
citoplasma celular y posteriormente al nicleo. La maquinaria celular sintetiza las
nuevas proteinas viricas y se ensambla un nuevo viribn que eclosiona de la célula,
no obstante, se mantiene unido a la membrana, razén por la que necesita ser
liberado por la N, cuya funcion es degradar el acido sidlico. Este es un momento
critico del ciclo replicativo viral puesto que es cuando el virus es susceptible de
intervencién terapéutica. En este sentido, los agentes antivirales oseltamivir y
zanamivir, que son estructuralmente semejantes al 4cido sialico, se unen e inhiben
la N, provocando aglomeracion viral en la membrana celular y asi interrumpen el

ciclo de replicacion.18 20

Después de ocurrida la infeccion por el virus de la influenza, pueden transcurrir
entre 18 y 72 horas antes del comienzo de la sintomatologia clinica; sin embrago,
la excrecion viral ocurre antes y después del comienzo de los sintomas (0-24
horas), continuando por 2-7 dias, cabe sefialar que la excrecion viral es mas

prolongada en nifios pequefios e inmunocomprometidos.?3-24

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que durante las epidemias

anuales de influenza se afecta entre el 5y 15% de la poblacion, de los cuales 3 a
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5 millones son casos graves y de 250 000 a 500 000 llegan a provocar la

muerte.23. 26

La influenza es una enfermedad febril aguda, usualmente auto limitada, que
resulta de la infeccion por el virus de la influenza A o B; aunque existe un virus C
de escasa importancia clinica y epidemiolégica, ya que produce cuadros
respiratorios altos de manera esporadica. El impacto de las epidemias de influenza
varia afio con afio dependiendo de la virulencia de la cepa del virus circulante y de

la presencia o ausencia de inmunidad poblacional al virus epidémico.8-19 26
M.32 Sintomatologia y diagndstico

Las manifestaciones clinicas de la influenza dependen de la edad del paciente:

» Menores de 2 meses: las manifestaciones simulan una sepsis bacteriana y

puede presentarse apnea en el neonato.

» Lactantes: se solapan los sindromes producidos por influenza y otros virus,
en especial el virus sincitial respiratorio (SRV por sus siglas en ingles), el
adenovirus y la parainfluenza; aparecen manifestaciones respiratorias

inespecificas, bronquiolitis, etc.

» Menores de 5 afios: aparece un cuadro febril y sintomas en las vias
respiratorias altas, incluido laringotragueobronquitis (crup), aunque entre el
10 y el 50% de los pacientes presentan sintomatologia de vias respiratorias

bajas, generalmente bronconeumonia de evolucién benigna.

» Mayores de 5 afios y adultos: se caracteriza por el comienzo abrupto de

fiebre acompafado de cefalea, faringe enrojecida, mialgias, anorexia y tos
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seca. Cabe sefialar que la combinacién de tos y fiebre es el mejor predictor
de influenza en adultos, con un valor predictivo positivo del 79% en etapas

de circulacion de influenza.® 2 23-24

La enfermedad en vias respiratorias altas se caracteriza por tos seca que empeora
entre el tercer o cuarto dia y persiste por una o dos semanas después que el resto
de los sintomas desaparecen. La faringitis es frecuente, aunque no se acompafia
de exudados, también ocurre rinorrea, lagrimeo y fotofobia; sin embargo, cuando
aparece crup es mas grave que el asociado a virus parainfluenza y SRV. Se
presenta fiebre tipicamente alta en las primeras 72 horas y el compromiso de las
vias aéreas, en ocasiones severo, se asocia a una super-infeccion bacteriana.
Puede aparecer otitis media aguda entre el 3 y 5% de los pacientes de manera
habitual, transcurridos de 3 a 4 dias desde del comienzo de los sintomas
respiratorios. En tanto, los sintomas gastrointestinales (vomitos, dolor abdominal y

diarrea) son mas frecuentes en nifios que en adultos.?% 24

El diagndstico se realiza generalmente, a partir de los datos clinicos sugestivos
(fiebre >38.5°, tos y cefalea), ademas de otros sintomas como mialgias, artralgias,
dolor faringeo, nausea, vémito y diarrea; sin embargo, también se pueden realizar
algunas pruebas diagnésticas, entre las que se encuentran: la prueba rapida de
deteccion del antigeno y la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para

detectar partes del genoma del virus.?8

M32 Tratamiento.
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El virus pandémico A HIN1 es resistente a los inhibidores de la proteina M2
(amantadina y rimantadina) pero es sensible a los inhibidores de la N (oseltamivir
y zanamivir). El tratamiento con estos inhibidores de N se debe iniciar en las
primeras 48 horas del comienzo de los sintomas y continuar las dosis de acuerdo

con la edad del paciente: 19-21,23-24

» Menores de 1 afio: * < 3 meses: 12 mg, 2 veces al dia.
* 3-5 meses: 20 mg, 2 veces al dia.
* 3-11 meses: 25 mg, 2 veces al dia

» Mayores de 1 afio: 4 mg/kg.

» Adultos: 75 mg, 2 veces al dia

Dada la capacitad de los virus de mutar, se han desarrollado metodologias que
permiten estudiarlos de una forma mas completa y de esa manera lograr proponer
tratamientos encaminados a erradicarlos eficientemente. Una herramienta muy Uutil
para dicho fin es el cultivo celular de células provenientes de mamiferos, esto
también permite llevar a cabo investigaciones que propicien el desarrollo en la

industria y la sintesis de nuevas moléculas.1-2% 23-24
M4 Cultivo Celular.

Por definicion un cultivo celular es el resultado del crecimiento in vitro de células
obtenidas a partir de organismos multicelulares. Un factor importante para el
cultivo celular es el medio de cultivo, el cual es esencial para mantener a las
células vivas. Un medio de cultivo es una mezcla de sustancias nutritivas en

concentracion especifica, y existen distintos tipos de medios de cultivo; aunque, en
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el presente trabajo nos enfocamos en los cultivos liquidos, definidos como

aguellos medios que carecen un agente gelificante. Para el caso particular del

cultivo celular, algunos de los medios mas empleados son: Medio basal de Eagle,

Medio minimo esencial de Eagle (MEM), Medio MEM modificado por Dulbecco,

Medio MEM modificado por Glasgow, Medio DMEM maodificado por Iscove, Medio

Cuadro 1. Composicion de medios de cultivo para células de mamifero.31-33

Aminoacidos Vitaminas Sales Otros compuestos Proteinas requeridas en medios
libres de suero.
Arginina Biotina NaCl Glucosa Insulina
Cisteina Colina KCl Penicilina Transferrina
Glutamina Folato NaH2PO4 Estreptomicina Factores de crecimiento especificos
Histidina Nicotinamida ~ NaHCO3 Anfotericina
Isoleucina Pantotenato CaCl2 Rojo fenol
Leucina Piridoxal MagCl2 Suero fetal bovino
Lisina Tiamina (SFB)
Metionina Riboflavina
Fenilalanina
Treonina
Triptéfano
Tirosina
Valina

L-15 de Leibovitz, Medio F-10 de Ham, y RPMI 1640, ente otros. 30-32
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El éxito del cultivo celular depende del medio de cultivo empleado, por lo que los
componentes de este ultimo deben cubrir los requerimientos minimos necesarios
para preservar la vida de las células humanas o de otros mamiferos con
requerimientos parecidos. En el cuadro 1 se muestran los componentes
necesarios que deben contener los medios de cultivo adecuados para células de

mamifero.3!

En el presente trabajo nos enfocamos en el MEM por ser el medio empleado, en
su presentacién comercial sin complementos puesto que estos pueden perder
algunas propiedades con el tiempo o bien debido a cambios de temperatura, asi
como otros factores; no obstante, el MEM puede ser complementado con suero y
antibiéticos. Es importante hacer hincapié en que los ejemplos antes mencionados
se refieren a medios de cultivo convencionales, aunque también existen medios de
cultivo especiales que se utilizan cuando el suero o bien el antibiético, afectan el
crecimiento de la linea celular y se requiere prescindir de tales componentes. Un
ejemplo muy conocido es el Medio Ultra MDCK que por definicion sirve para la

linea celular MDCK 3132

Como se puede apreciar en el cuadro 2, los cultivos se diferencian en: cultivos
primarios, linea celular y linea celular continua. Aun cuando el empleo de los
medios de cultivo celulares para el entendimiento de las caracteristicas de los
virus y sus mecanismos de infeccion ha sido una herramienta muy valiosa, en la
actualidad los productos disefiados para eliminarlos son basicamente los mismos
que se usan para eliminar bacterias (desinfectantes, sanitizantes, antisépticos,

etc.); sin embargo, su uso no es eficiente puesto que implica dafos a la salud.
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Cuadro 2. Tipo de cultivos celulares y lineas celulares.3! 34

Tipo de cultivo Caracteristicas

Ejemplos

Uso principal

Primario Diploide; tipos celulares mezclados; 1 0 2

pases
Lineas celulares Diploides; fibroblastos; cantidad limitada de
pases (<50 a 70)

Lineas celulares continuas Heteroploides; pasaje continuo in vitro

Lineas celulares mixtas Combinaciones de lineas celulares continuas

Lineas celulares
modificadas genéticamente

Introduccidn de un gen para producir un
cambio indicador visible después de la
infeccion

Primario de rifion de mono

Fibroblastos diploides humanos
(WI-38, MRC-5, HELa, FS-9)

Hela; HEp-2
A549
MDCK

LLC-MK2
Vero, células ML

Células RD

Células BGM

Cellules 293

MRC-5 + CV-1
Cellules ML + A549
RD + H292; BGMK + A549

Sistema enzimatico inducible por
virus (ELVIS)

Influenza; parainfluenza; algunos
enterovirus

Herpes simple; citomegalovirus; varicela-
zoster; rinovirus.

Adenovirus; SRV; virus Coxsackie B
Herpes simple; adenovirus; varicela-zoster;
algunos enterovirus
Virus influenza
Virus parainfluenza
Herpes simple
Algunos virus Coxsackie A
Virus Coxsackie B
Adenovirus entéricos.

Herpes simple: varicela-zoster
Virus respiratorios
Enterovirus

Herpes simple
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M5 Desinfectantes, sanitizantes y antisépticos.

Debido a la gran cantidad de agentes patdégenos causantes de infecciones y
patologias con los que el hombre tiene contacto durante el desarrollo de sus
tareas cotidianas, es imprescindible eliminar toda forma de vida o molécula con
capacidad infecciosa. Para ello, el procedimiento que se maneja por excelencia es
la esterilizacion, gracias a su capacidad de eliminar todas las formas microbianas.
La esterilizacion es llevada a cabo por agentes fisicos y quimicos. Los agentes
quimicos que son utilizados para destruir todos los elementos vivos de denominan
biocidas; sin embargo, cuando estos agentes son empleados durante periodos
cortos de tiempo actian como desinfectantes. Los desinfectantes que se aplican
sobre tejido vivo (piel) se denominan antisépticos, mientras que los desinfectantes

que se aplican sobre superficies inanimadas se denominan sanitizantes.*

En el cuadro 3 se enlistan los diferentes agentes quimicos, su uso y los efectos
que tienen sobre la salud. En este punto cabe destacar que la mayoria tiene

efectos negativos para la salud.3®
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Cuadro 3. Principales agentes quimicos que se utilizan como sanitizantes y antisépticos.®

Agente Quimico Clasificacién

Usos

Efectos en la salud

Aldehidos 1. Glutaraldehido

2. Formaldehido

Fenoles 1. p-Cresol
2. m-Cresol
3. 0-Cresol

4. Hexaclorofeno

5. Fenol

6. Benzoato de sodio
7. Xilenol

Cuaternarios de Cloruro de benzalconio

amonio

Halogenados 1. Hipoclorito de Sodio

2. Yodo

Agente esterilizante en instrumental médico
quirdrgico (caucho, plastico, acero inoxidable,
aluminio)

Microbicida de amplio espectro en metales o
materiales plasticos, conservador en esmalte de
ufias
Microbicida en instrumental médico quirdrgico
Microbicida en instrumental médico y quirdrgico
Microbicida
Microbicida

Microbicida

Conservador de alimentos
Solvente

Sanitizante

Oxidante poderoso

Desinfectante y sanitizante

Ataques de asma, disnea, tos y dolor opresivo en
pecho, alergias, lesiones dérmicas

Cancer nasal y pulmonar, irritacién en ojos, nariz
y garganta, tos jadeos, reacciones alérgicas en
piel

Toxico por todas las vias, quemaduras de piel,
depresion del SNC, hemolisis, edema pulmonar
Toxico por todas las vias, ictericia, oliguria,
uremia
Toxico por todas las vias

Neurotoxicidad

Dafio al SNC, higado y rifiones, choque, colapso,
coma, convulsiones, muerte
Raros casos de intoxicacion

Dafios igual que el fenol

Ardor y dolor de boca, garganta y abdomen,
depresion del SNC, cianosis, choque respiratorio

Dolor € inflamacién de la laringe, boca y
estdmago, hemorragia, colapso circulatorio,
edema pulmonar
Irritante de ojos, piel, mucosas de las membranas
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Agente Quimico Clasificacion Usos Efectos en la salud
Tinturas Acridina Antiséptico Irritacién de piel, mucosas, prurito, quemaduras,
estornudos violentos, lagrimeo
Guanidinas Clorhexidina Antiséptico Tolerada por la piel y mucosas
Nitrofuranos Furazolidona Antimicrobiano Disnea, depresion respiratoria
Nitrofurazona Desinfectante Hipersensibilidad en la piel y edema, vesiculas,
descamacion y ulceras
Perdxidos y Peréxidos de calcio e Antisépticos y oxidantes Irritante de ojos, nariz, garganta, piel
Permanganatos hidrégeno
Peréxido de estroncio Antiséptico Esofagitis, gastritis, irritante en la piel y mucosas
Acido peracético Sanitizante y oxidante Corrosién de mucosas y membranas de boca,
necrosis, colapso circulatorio
Quinolonas Etilhidrocupreina Sanitizante y oxidante Alteraciones gastrointestinales, sintomas
neuropsiquiatricos y reacciones de
hipersensibilidad.
Tensoactivos Antimicrobianos Nausea, vomito, dafio corrosivo al estdmago,
hipotension, coma y muerte.
Alcoholes Etanol e isopropanol Microbicidas Irritacién ocular, nasal, garganta, narcosis,

bronconeumonia, edema hemorragico pulmonar
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Los agentes quimicos anteriormente sefialados poseen un efecto principalmente
bactericida y no propiamente virucida, mientras que aquellos de amplio espectro
poseen un efecto nocivo contra el ser humano. Bajo este contexto, los
investigadores dedicados al desarrollo de estrategias que permitan eliminar de

manera eficiente los virus se han adentrado en el campo de la nanotecnologia.

HMé Nanotecnologia.

La nanotecnologia se define como tecnologia a nanoescala o bien, ingenieria con
precision atomica. En esencia es la habilidad para trabajar a un nivel molecular,
atomo con atomo, con la finalidad de crear largas estructuras poseedoras de una
nueva organizacion molecular; también es definida como un grupo de tecnologias
emergentes, en las cuales, la estructura de la materia es controlada a una escala
nanomeétrica (una millonésima parte de un metro) para producir materiales nuevos
y dispositivos que tienen utilidad con propiedades Unicas. La nanotecnologia
avanza a pasos agigantados y actualmente una de sus tantas aplicaciones
directas in vivo, abarca la implantacion de dispositivos para la deteccion de
sustancias bioguimicas (marcadores fisiolégicos). Cuanto menor sea el tamafio del
dispositivo, puede ser implantado con mayor facilidad; ademas, la tecnologia
implicada es basicamente la misma que se esta desarrollando para nano robots.
Los sensores para detectar a los nano robots pueden ser simplemente
nanoparticulas funcionales (mediante el recubrimiento de la superficie con un

ligando para un unico receptor conocido que existe en las células diana), con un
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nacleo de oro, que puede ser detectadas facilmente usando varios tipos de
sensores (por ejemplo, sensores super-electromagnéticos). En la actualidad, tales
materiales tienen una mayor utilidad para el andlisis de biopsias, de hecho, una
gran variedad de dispositivos introducidos en el cuerpo son nanoparticulas

medicinales.¢
HM.&7Nanoparticulas complejas.

Para algunas aplicaciones técnicas, es necesaria la creacion de nanoparticulas
(NPs) mas complejas, es decir, NPs conformadas por mas de un material. Dos
ejemplos comunes son: las NPs con un nucleo recubierto y las NPs porosas (estas
tltimas conocidas mas como NPs mesoporosas). Un motivo para la creacién de
NPs con el nucleo recubierto es la compatibilidad ambiental; en este contexto, se
han propuesto NPs de compuestos magnéticos ya sea metélicos o semimetalicos,
y estan siendo probados como agentes terapéuticos para el tratamiento contra el
cancer, ya que pueden ser dirigidas al sitio de un tumor, posteriormente son
excitadas mediante el uso de radio frecuencia electromagnética con el fin de
eliminar la neoplasia. Estas NPs metdlicas, sin embargo, son opsonizadas y
eliminadas del cuerpo por el sistema inmune antes de que puedan llevar a cabo su
accion. Cabe mencionar, que estas estan recubiertas con una fina capa de un
material biocompatible, tal como diéxido de titanio, pero pueden volverse sigilosas

con respecto al sistema inmune y evadir la eliminacién.6

A continuacion, se describen algunos ejemplos de la aplicacion de las NPs en el

campo de la medicina y su importancia para el ser humano.
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HM.é&17Nanoparticulas de cefalexina.

Como ya se menciond con anterioridad a las NPs se les puede recubrir con
cualquier material en su superficie, de manera particular, las de cefalexina estan
recubiertas con dicho antibiético. El desarrollo de nuevos antibiéticos con actividad
sinérgica es de gran importancia, motivo que llevo al disefio y creacion de este tipo
de NPs. Para el desarrollo de estas, se lleva a cabo el método conocido como
molienda de esferas, con la finalidad de obtener un tamafio de particula dentro del
rango de 10-100 um, posteriormente las NPs son recubiertas por aspersion. Para
lograr un efecto sinérgico se mezclan las NPs de cefalexina con NPs de plata,
obteniéndose resultados muy favorables, ya que poseen efecto antibacterial contra

una cepa de Staphylococcus aureus.3’
H.é12Nanoparticulas de Cobalto.

Las NPs de cobalto se fabrican de una manera relativamente simple, a través de
un método hidrotérmico con el posterior tamponeo de acido oleico. Dichas NPs
poseen propiedades fisicoquimicas, magnéticas y estructurales que permiten su
aplicacion en biomedicina. Asimismo, mediante estudios de difraccion de rayos X,
espectrografia y estudios espectroscopicos de infrarrojo (IR) se ha demostrado su
elevada calidad estructural. Los estudios de IR también han revelado que tienen
pequefios angulos de dispersion, lo que sugiere la existencia de esferas pegajosas
debido a la interaccion magnética, el cual presenta un caracter ferromagnético en
un amplio rango de temperaturas (20-300 °C). En cuanto a los estudios de

toxicidad realizados en este tipo de NPs, se ha documentado que exhiben un
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caracter antiproliferativo ligero contra células cancerigenas, especificamente del
cancer ovarico resistente a cisplatino, sin consecuencias notables en las células
normales. Por otra parte, el porcentaje de hemdlisis en glébulos rojos humanos es
muy bajo, alrededor del 5%, lo que indica la existencia de compatibilidad entre las
NPs de cobalto y los glébulos rojos, una caracteristica esencial para aplicaciones

biomédicas in vivo sin crear efectos nocivos en el torrente sanguineo.38
M.&13Nanoparticulas de hematita

La hematita es un mineral que contiene oxido férrico, otro material empleado para
recubrir la superficie de NPs. Las NPs de metal tienen un gran impacto e incluso
cambian la composicién de las comunidades microbianas del suelo, lo cual plantea
el riesgo de su acumulacion en el ecosistema, puesto que pueden suponer un
riesgo para la salud. Esto constituye la razon mas importante para el desarrollo de
NPs complejas que tengan un recubrimiento en su superficie. En este sentido, el
efecto de las NPs de hematita sobre el crecimiento de las bacterias del suelo se
ha estudiado llevando a cabo el método de difusibn de pozos en agar y las
técnicas de crecimiento dinamico, encontrdndose que las NPs de hematita
mejoran el crecimiento de las bacterias del suelo, demostrando no ser toxicas para
las bacterias del suelo, lo que indica lo posibilidad de una amplia gama de
aplicaciones. De igual manera se ha determinado que la concentracion citotoxica
efectiva de las NPs de hematita frente a las lineas celulares MCF-7, A549, Hep3 B
y Vero es de 20 758, 22 469, 19 326 y 2530 pg/ml respectivamente. Ademas, las
NPs de hematita no causan lisis de glébulos rojos. 3°
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HM.é14Nanoparticulas de Oro.

El principal objetivo de la nano biotecnologia y la nano medicina es controlar el
efecto nocivo de los nanomateriales que afectan a las células y usarlos como
terapias contra algunas enfermedades. Al respecto, las NPs de oro, las nano
barras y los nano escudos son los Unicos materiales con propiedades
demostradas para su uso potencial en farmacos de dosis controladas en pacientes
con cancer; sin embargo, aun cuando tales aplicaciones han sido demostradas,

los efectos de estos nanomateriales en sistemas vivos no son del todo claros.40-41

Con la finalidad comprender mejor el funcionamiento y uso de las NPs, se han
realizado diversos estudios que evaluan el efecto de la introduccion de este tipo de
NPs en el citoplasma celular, pero aun se sabe muy poco acerca de su efecto en
el ndcleo de la célula. En este sentido, se sabe que la funcion esencial del ndcleo
es mantener todos los procesos que se llevan a cabo dentro de la célula y
cualquier interrupcion dentro de dicho organelo afectaria al ADN de la célula en
cuestion, perturbando asi el ciclo celular altamente regulado. De tal manera que se
requiere la orientacion nuclear de las NPs para alterar selectivamente la division
de las células cancerigenas mediante la inhibicion de la citocinesis. Con respecto
a ello, se ha podido observar, mediante el uso del microscopio de campo oscuro,
que las NPs son capaces de inhibir la citocinesis en células vivas, lo cual se
confirma cuando tiene lugar la formacion de células binucleadas en las ultimas

etapas de la mitosis, indicando el fracaso de la division celular completa. Aunado a
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ello, los analisis realizados por citometria de flujo aportan evidencia sobre el dafio

al ADN y la posterior apoptosis celular. 53
M.&15 Nanoparticulas de Platino.

En afios recientes, el interés en la sintesis y propiedades de las NPs de metales
ha incrementado debido a sus caracteristicas Unicas y aplicaciones prometedoras,
tales como: la catdlisis, los ferrofluidos y semiconductores. La nanotecnologia es
el campo méas prometedor para generar nuevas aplicaciones en la medicina. Sin
embargo, actualmente se encuentran pocos nanoproductores usando esta
tecnologia para fines médicos. En estudios recientes se ha encontrado que las
NPs de platino tienen efectos citotoxicos sobre las células cancerigenas de
pulmén, ovario, pancreas, colon, pecho, renales e incluso de leucemia bajo
condiciones in vitro; dicho efecto no se ha observado en células humanas

normales en concentraciones de 200 pg/ml de NPs.43
HM.&16Nanoparticulas de Plata

Las NPs de plata se desarrollaron para emplearse como un arma contra
microorganismos con resistencia a antibidticos. Sin embargo, muchas sintesis
convencionales para este tipo de NPs requieren el uso de sustancias peligrosas
que generan mezclas organicas toxicas. Por lo tanto, en los ultimos afios, se ha
recurrido al uso de derivados de plantas y materiales biosintéticos, los cuales han
ganado mucha atencion. Al respecto, se ha documentado el uso del cacao para

diversas aplicaciones medicas ya que contiene un poderoso agente reductor, el
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acido oxdlico, lo que le confiere la capacidad de reducir el nitrato de plata y
producir NPs de plata. Este tipo de NPs tiene un rango de tamafio de particula que
va de 35-42.5nm. Poseen efectos antibacterianos contra patdégenos como
Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa y Staphylococcus aureus. Otro dato
relevante de estas NPs es que poseen efecto citotdéxico contra los fibroblastos

dérmicos humanos en concentraciones menores a 32 pm/m|.44-46

Ademas de los usos médicos, las NPs de plata también resultan Gtiles en las
industrias textil, alimenticia, de pinturas, de aparatos electrénicos y otros campos.
A pesar de su extenso uso, aun no se tiene la informacion precisa concerniente a
su toxicidad en humanos y su subyacente accion celular. En este sentido, algunos
estudios han demostrado que estas NPs se acumulan en el higado, lugar donde
podrian inducir citotoxicidad via dafio oxidativo, debido a que propician la
generacion de especies reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas en inglés). Las
ROS son continuamente generadas y eliminadas, por los sistemas antioxidantes,
en los sistemas biol6gicos; sin embargo, no son del todo perjudiciales puesto que
desempefian importantes roles en una amplia variedad de funciones bioquimicas
normales, por ejemplo, el estallido respiratorio llevado a cabo por las células
fagociticas del sistema inmune, por lo que cualquier alteracién en su funcionalidad
resulta en el desarrollo de procesos patolégicos. Asi, la excesiva produccion de
ROS en la célula induce la apoptosis. Al respecto, se ha demostrado que las NPs
de plata propician la excesiva produccion de ROS, lo que consecuentemente

induce dafio celular que culmina en apoptosis.*6-42
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Entre las moléculas que resultan dafiadas a causa de las ROS, destacan el ADN,
los lipidos y las proteinas. En el ADN surgen rupturas tanto en las hebras como en
sitios labiles, provocando mutaciones que pueden resultar letales para la célula.
En las proteinas el dafio oxidativo resulta en la formacion de compuestos
carboxilicos que comprometen la integridad celular, mientras que el dafio en los
lipidos compromete la integridad de la membrana. Cabe sefialar que la
mitocondria es un importante centro de sefalizacion durante la apoptosis, por lo
que la pérdida de la integridad mitocondrial puede inducir o inhibir la sintesis de

algunos reguladores del proceso apoptético.4’
M.&17Nanoparticulas de Dioxido de titanio.

Este tipo de NPs es ampliamente utilizado para la fabricacibn de pigmentos,
cosmeéticos, plasticos, papel y alimentos, aunque también se usa como un agente
antiapelmazante o blanqueador. A pesar de que el diéxido de titanio es inerte, se
ha descubierto que provoca cancer en el tracto respiratorio de ratones. En algunos
estudios se ha intentado dilucidar los mecanismos a través de los cuales las NPs
de diéxido de titanio provocan genotoxicidad, dafio al ADN e inflamacién en
modelos murinos. A partir de dichos estudios, se descubrié que a dosis de 5mg/kg
las NPs de di6xido de titanio provocan dafio celular en ratones, también se
encontré que en los macréfagos alveolares de los ratones el dafio es dirigido a la
membrana y estructuras finas de la célula. Los efectos adversos inducidos por las

NPs de titanio que tienen lugar en células de mamiferos son los siguientes:
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produccion aumentada de ROS y de citocinas proinflamatorias, reduccién en la

viabilidad celular y proliferacién, induccion de apoptosis y genotoxicidad.*

En otros estudios se ha descrito que las NPs no provocan dafios a la salud de los
seres humanos; no obstante, se encuentran dentro del rango de tamafio de
particula respirable y se han descrito efectos toxicos severos después de su
inhalacion. Ademas, se ha documentado que este tipo de NPs afecta severamente
a los astrocitos (células del SNC), lo cual fue demostrado mediante cultivo celular;
asimismo, las NPs en cuestion, son capaces de generar estrés oxidante (EOx),
definido como un desequilibrio bioquimico entre la formacién de ROS y la
capacidad antioxidante a favor de las ROS, tanto en células de ratones como en
células humanas. En este contexto, el EOx se ha relacionado con la peroxidacion
de lipidos, el dafio al ADN mitocondrial y alteraciones en la membrana
mitocondrial, que en conjunto provocan dafios en la expresion de las enzimas

antioxidantes.>°

Partiendo de toda la evidencia cientifica con respecto a las NPs y a la falta de
virucidas eficientes y de baja toxicidad para los seres humanos, se realizé la
presente investigacién, cuyo objetivo fue evaluar el efecto inhibitorio de un
compuesto nanoparticulado sobre la replicacién de los virus VHS-2 e Influenza A

H1N1 pandémico 20089.
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V. PLANTEAMIENTO DE PROBLEMA.

Las infecciones con VHS-2 y con el Virus de la Influenza A HIN1 pandémico 2009
son un problema de salud publica en México; por lo que evitar la transmision e

infeccién se ha vuelto un reto.

Actualmente se emplean farmacos, la mayoria poco efectivos, que pueden resultar
toxicos para el ser humano. Aunado a ello, los virus como el de influenza tienden a
mutar con mucha facilidad y los farmacos pierden su efectividad ante ellos. Por tal
motivo, es necesario emplear tecnologias diferentes que permitan prevenir la

propagacion de este tipo de patdgenos.

Existen distintos tipos de desinfectantes los cuales basicamente estan dirigidos
contra solo un tipo de microorganismos, es decir solo son bactericidas, fungicidas,
virucidas; que regularmente son nocivos para el ser humano y en ocasiones

cancerigenos.

En el presente trabajo se emple6 una tecnologia a base de nanoparticulas, la cual
puede cambiar la perspectiva sobre los desinfectantes que van dirigidos contra los
virus; ya que, debido a su tamafio, las nanoparticulas pueden interactuar con
diferentes estructuras virales y modificar su funcién, convirtiéndolas en un

prometedor agente virucida.
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V. HIPOTESIS.

Considerando la evidencia cientifica respecto a las aplicaciones de las
nanoparticulas, suponemos que el compuesto nanoparticulado empleado inhibira

la replicacion de los virus VHS-I1 y el Virus de la Influenza HLIN1 pandémico 2009.
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M. OBJETIVO GENERAL.

Evaluar el efecto inhibitorio de un compuesto nanoparticulado sobre la replicacion
de los Virus Herpes Simplex tipo 2 y del Virus de la Influenza A H1H1 pandémico

2009

27.1 Objetivos particulares.

e Obtener la Concentracion Letal 50 (CL50) de un compuesto
nanoparticulado a través del cultivo celular por ensayo de viabilidad MTT.

e Encontrar la concentracion a la cual el compuesto nanoparticulado inhibe la
replicacion viral del VHS-2 y el Virus de la Influenza A HIN1 pandémico
2009, sin ocasionar dafo celular.

e Determinar si el compuesto nanoparticulado inhibe el efecto citopatico
generado por la infeccion de VHS-2.

e Determinar si el compuesto nanoparticulado inhibe la hemaglutinacién
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Ml MATERIAL Y METODOS

279.t Material biologico

v" Virus Influenza pandémico 2009
v Virus Herpes Simplex Tipo 2: cepa Long (ATCC)

v Lineas celulares: linea celular MDCK ATCC CCL-34 (aislada de rifién de
perro adulto raza cocker hembra) y la linea celular VERO ATCC CCL-81

(rindn de mono verde african01962).

279.2 Reactivos y soluciones.

v" Solucion stock de MTT.

v" HCI 1.0 M (MERCK)

v 200 ml Isopropanol &cido (25:1).

v' MEM 10X

v" Antibidtico.

v Suero Fetal Bovino.

v Tripsina 0.25m VERSENO AL 0.1 %DMSO.

v" Compuesto nanoparticulado.
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UWL3Equipos

Nombre del Equipo Marca Modelo
Ultracongelador Revco ULT2186-9A
Gabinete Steril Gard Ill Advance  SG-305
Centrifuga Beckman TJ-6 centrifuga
Incubadora Precision 188
Espectrofotémetro multivol Biotek Epoch
Microscopio Zeus Primo vert
Refrigerador Whirlpool WT802Q
Balanza analitica Sartorius 1601
Balanza granataria Ohaus Sin modelo
Campana de extraccion Layit Labconco 292411000
Esterilizador para laboratorio de Va Turrnauer 2850EL
Agitador magnético Sol-bat 25-01
Potenciometro Beckman 41
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ML4 Técnicas

ML.41 Cultivo celular.

Se aclimataron el MEM, el suero bovino fetal (SBF), el antibidtico-antimicético y la
tripsina, ademas se descongel6 un vial el cual contenia 1mL de medio con células
en una botella para cultivo celular a la cual se agregdé MEM, se adicion6 SBF y se

incubé por 24h a 37°C en una atmosfera de 5% de CO2.%!

MLA2 Cultivo de propagacion.

Se us6 una botella con confluencia entre 90-100%, a la cual, tras realizarle
lavados, se le adiciond tripsina y se incubd durante 3-5 minutos. Transcurrido ese
tiempo se observd al microscopio hasta percibir desprendimiento, posteriormente
el contenido se dividié equitativamente en 3 botellas mas y a cada una se le

adicion6 MEM y SBF.5!

ML43 Infeccion de células.

Se utilizé una botella con confluencia del 90-100%, a la cual se le realizaron los
lavados previos, después se adicion6 MEM y se infect6 con VHS-2; de igual
manera se infectd otra botella con influenza, se incub6 por 24h y se observo

constantemente al microscopio hasta que se manifestd el efecto citopatico. Lo

Jesus Alberto Vargas Hernandez 45




anterior se realiz6 paralelamente en varias cajas infectadas para identificar el dia

en el cual estuviera mas activo el virus. 2

Ml44 Ensayo de MTT para la determinacion de la CL50 del compuesto

nanoparticulado.

Para este ensayo se requirieron 2 cajas de 24 pozos previamente cultivadas con
células, utilizandose estas en forma vertical para obtener 4 repeticiones.
Paralelamente se realizaron diluciones sucesivas 1:10 del compuesto
nanoparticulado, colocadndose en 15 tubos Eppedorf. En el primer pozo, para la
dilucién 10°, se coloc6 Unicamente el compuesto nanoparticulado, en el segundo
pozo se agregd solo medio MEM, en el tercer pozo se agregd un blanco de
reactivo a partir del cuarto pozo se agregaron las diluciones empezando por la de
101, Se incub6 por 2h a 37 °C y posteriormente se almacenaron las cajas a 4°C.
Al dia siguiente se procedi6 a agregar 100 microlitros de alcohol-acido isopropilico
y se homogeniz6. Se determind espectrofotométricamente la absorbancia de cada

pozo a una longitud de onda de 570 nm.53 5

MI45 Titulacidn del VHS-2 por formacion de placa litica.

Se requirié de una botella con confluencia 90% de células Vero infectadas con
VHS-2, de la cual se tomaron dos alicuotas de 1mL para las diluciones y para el
control positivo. En 20 tubos Eppendorf se realizaron diluciones sucesivas 1:10.

En una placa de 24 pozos con 90% confluencia se realizd la titulacién viral
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colocando en el primer pozo un control positivo (virus con una MOI de 1), en el
segundo pozo un control negativo (solo MEM) y a partir del tercer pozo las
diluciones hasta 10?2 (este paso se realizd6 por duplicado). Se incubaron las 2
placas por 2h a 37°C y 5% de CO2. Transcurrido el tiempo se lavé la placa,
primero los pozos de los controles negativos, posteriormente las diluciones y por
altimo el control positivo, al finalizar se agregé 1mL de MEM. A las 48 horas se
lavé la placa, se dejé secar y se prosiguié a tefiir con cristal violeta 1:100. Se
observé al microscopio y el titulo se report6 como la dilucion a la que se

observaron entre 3-5 sincitios.®®

ML.4.6 Titulacion del Virus Influenza A HIN1 por hemaglutinacion.

Se tomO una muestra sanguinea con anticoagulante EDTA. Se lavaron los
eritrocitos con solucion buffer de fosfatos (pH 7.2-7.4) y se centrifugé a 1300 rpm
por 10 minutos. Se prepard una solucion de eritrocitos al 0.5% con solucion de
PBS (pH 7.2-7.4). En una placa de 98 pozos (de superficie concava) se
adicionaron 25 pL de solucién buffer de fosfatos, la primera fila llevo 25 microlitros
del virus que se tituld, posteriormente a la segunda fila se adiciono 25 microlitros
de virus y asi sucesivamente hasta la pendltima fila, ya que la ultima fila fue
nuestro control negativo y solo llevd PBS. Se agrego a cada pozo 50 microlitros de
la solucion al 0.5 % de eritrocitos iniciando con el control negativo hacia el control

positivo. Se incubo por 1 hora a 37 °C y se ley6 el titulo.>®
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MIL47 Cinética para la inhibicion del virus VHS-2 e Influenza A HIN1 pandémico

2009 con el compuesto nanoparticulado.

Se requirié una caja de 24 pozos confluente al 80%. Se realizaron diluciones del
compuesto nanoparticulado que se obtuvo del ensayo de MTT. Se obtuvieron dos
cajas infectadas de 48 horas con las dos cepas virales con las que se trabajé. Se
lavé la caja de 24 pozos, se realiz6 el tratamiento del compuesto nanoparticulado
con los virus con los que se trabaj6 en diferentes tiempos a los 5, 10, 15, 30, 45y
60 segundos y sus respectivos controles, positivo y negativo. Se incubd durante
un periodo de 2 horas. Se lavaron las cajas y a continuacion se incubaron hasta
que se noto el efecto citopatico (EFC) de los dos virus en el control positivo. En el
caso del virus de la influenza A HIN1 pandémico 2009 se procedi6 a realizar

raspados en todos los pozos y se recolectd en tubos.5% 56 57
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MI. RESULTADOS

WIl7TEnsayo de viabilidad celular

Mediante el ensayo de MTT se encontré6 que a la dilucién 10* el compuesto
nanoparticulado no tiene un efecto citotéxico aparente en las lineas celulares

utilizadas (figuras 3y 4).
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Figura 3. Ensayo de MTT en cultivo celular. La formacion del compuesto Formazan (formado
a partir de la degradacion de una sal de tetrazolio) de color purpura denota la viabilidad
celular, mientras que la formacion de un color amarillo significa la muerte celular.
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Figura 4. Gréfica de viabilidad celular. Se aprecia que a partir de la concentracién No. 5 las
células son 100% viables.

MIl2 Calculos para infeccion viral después de obtener los titulos virales.

WIl27 Calculos para infectar con VHS-2

Tras obtener el titulo viral, se calcul6 la cantidad requerida para infectar diferentes

placas y botellas con células, empleando un indice de multiplicidad de infeccién
(MOI) de 1 para lograr que por cada virion se infectara solo una célula.

Célculo para la infeccién de caja de 25 cm? con VHS-2 utilizando una MOI de 1:
Con un titulo de 1 x 102°° ——> 1000uL

Para una caja de 25 cm?
(lgual a 6 x10° células) — > X X=6x10yuL

Utilizando una MOI de 1 se tiene que para infectar una placa de 24 pozos:
Titulacién VHS-2de 1 x 10° @ ———> 1000uL

En una placa de 24 pozos
(Igual a 2 x10° células) > X X= 2x107" L
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MIl.22 Calculos para infectar con virus de Influenza A HIN1 pandémico 2009

UL respecto el titulo viral

25 pL 1:1
125 uL 12
6.25 uL 1:4
3.125 pL 1:8
1.5625 pL 1:16
0.78125 pL 1:32
0.390625 uL 1:64
0.1953125 pL 1:128
09765625 L 1256 D —»
0.048828125 uL 1:524
0.0244140625 pL 1:1025

UHE: Unidad Hemaglutinante equivalente a 2x10° particulas virales infectivas.

Considerando un titulo de 1:256 y una
MOI de 1:1 para infectar una caja de 25
cm? se obtiene:

0.09765625 p—>» 2 x 10° células
X — 6 x 108 células

X=2.9296875 pL
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Considerando un titulo de 1:256 y una MOI
de 1:1 para infectar un pozo de una placa de
24 pozos se obtiene

0.09765625 uyL. —> 2 x 10° células
X — 2 x10°células

X=0.09765625 uL
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MIL.3 Titulacién por placa litica del VHS-2

La activacion y titulacion del VHS-2 se llevé a cabo en una placa de 24 pozos, tal
como se aprecia en la figura 5. La activacion del virus se dio de manera rapida,
formando sincitios (efecto citopatico de VHS-2) visibles en el control positivo
(figura 6), los cuales no se presentaron en el control negativo (figura 7). El titulo

viral obtenido fue de 10%° (figura 8).

Figura 5. Titulacion por placa litica del VHS-2. Los incisos A y D muestran los controles
negativos mientras que los incisos B y C los controles positivos, el resto de los pozos muestran
las diluciones logaritmicas realizadas.
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Figura 6. Control positivo. Enfoque a 40x de los controles positivos de la titulacion del
VHS-2 (incisos B y C de la figura 5). Se observa el efecto citopatico (sincitios) del VHS-2.

Figura 7. Control Negativo de la titulacion del VHS-2 (incisos A y D de la figura 5). Se
aprecia la ausencia de sincitios (efecto citopatico) en las células sin estimulo viral.
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Figura 8. Titulo viral obtenido del VHS-2. No6tese en el circulo en rojo la presencia de
células multinucleadas (enfoque a 10x).

MIL4 Titulacién del virus de la Influenza A HIN1 pandémico 2009 por el

metodo de hemaglutinacion.

La propagacion del virus de la Influenza A se realizé en células MDCK, se requiri
una cinética previa para detectar el dia en que mas activo se encontraba el virus.
En esta prueba la formacion de una malla de eritrocitos indica positividad, mientras
gue la formacion de un punto rojo indica un resultado negativo. En el titulo
obtenido existe una UHE, es decir, un valor de 2x10° particulas virales que son

necesarias para que se lleve a cabo la hemaglutinacion visible. Como se presenta
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en la figura 9, se obtuvo un titulo viral de 1:256 a las 48 horas de haber infectado

el cultivo celular.
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Figura 9. Titulacion del Virus de la Influenza A H1IN1 pandémico 2009 por el método de
hemaglutinacién (cinética de infectividad). Se observa la presencia de una malla de eritrocitos
en la dilucion 1:256.
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MIL5 Cinética del compuesto nanoparticulado contra el VHS-2

La cinética del compuesto nanoparticulado se realizd en placas de 24 pozos, tal
como se observa en la figura 10. Para esta cinética solo se requiere observar al
microscopio y buscar la formacion de sincitios comparandose con el control
positivo, mientras que la ausencia de sincitios indica que la replicacién del virus

fue inhibida.

Figura 10. Cinética del compuesto nanoparticulado contra el VHS-2. Los incisos E y H muestran
los controles con nanoparticulas; en los incisos F y J se muestran los controles positivos; en los
incisos G y K se muestran los controles negativos; en los demas pozos se observa la cinética
hasta los 60 segundos por triplicado.
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MIL6 Cinética del compuesto nanoparticulado contra el virus de la Influenza A

H1N1 pandémico 2009.

Los resultados esta cinética se presentan en la figura 11. llevo a cabo a diferentes
tiempos, al utilizar en esta cinética el virus de influenza también se pudo realizar
una comprobacion respecto a que tan profundo fue el efecto del compuesto
nanoparticulado inhibiendo la replicacion por lo que tras realizar la cinética
también se hizo una titulacion viral mediante la técnica de hemaglutinacién como
se muestra en las figuras 12 y 13, obteniendo que en ningun pozo de la figura 11

habia presencia de virus activado de influenza.

Figura 11 Cinética del compuesto nanoparticulado contra el Virus de la Influenza A HIN1
pandémico 2009. En placa de 24 pozos; en el inciso Ly O se muestra los controles del compuesto

nanoparticulado; en los incisos M y P se muestra el control positivo del virus; en el inciso Ny Q
se muestra el control negativo (los siguientes pozos muestran la cinética los diferentes tiempos
ndtese que estos estan repetidos por triplicado).
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Figura 12 Cinética del compuesto nanoparticulado contra el Virus de la Influenza A HIN1
pandémico 2009. Técnica de hemaglutinacion sobre los controles positivos, comprobacion
realizada mediante la técnica de Hemaglutinacion; los incisos R y S muestran los controles
positivos obtenidos de los incisos M y P de la Figura No. 11; el inciso T muestra los controles
negativos obtenidos de los incisos N y Q de la Figura 11; el inciso U muestra el control de
nanoparticulas obtenido de los incisos Ly O de la Figura 11.
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Figura 13 Cinética del Virus de la Influenza A HIN1 pandémico 2009. Técnica de hemaglutinacién sobre todos los

tiempos utilizados, corroboracidon realizada mediante la técnica de Hemaglutinacion contra el compuesto
nanoparticulado a distintos tiempos obtenidos de la figura No. 6.
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X ANALISIS DE RESULTADOS.

En 2009 cuando ocurrio la pandemia por el virus de influenza A HIN1 en México,
el unico desinfectante con el que se contaba era el hipoclorito de sodio (cloro), a
pesar de los efectos irritantes en mucosas que este provoca durante su uso. Sin
embargo, su accién virucida se vio evadida ya que se reportaron casos de
personas que aun después de desinfectar las superficies con cloro se contagiaron
de influenza. Ante esta situacion surgio la necesidad de recurrir a la busqueda y/o
creacion de otros desinfectantes que ademas de eficaces fueran inocuos para el

ser humano.

Por otro lado, el VHS-2 tiene una elevada tasa de infeccién y para combatirla se
recurre al uso de algunos farmacos como el aciclovir. En afios recientes la familia
de los herpes virus ha tenido renuencia a estos farmacos y no se cuenta con
muchas alternativas terapéuticas. Ademas, dada la gran capacidad destructiva del
VHS-2 provoca un notable efecto citopatico, razén por la cual resulta imperativo
desarrollar nuevos farmacos para el tratamiento, asi como desinfectantes y

sanitizantes que eviten la infeccion.

Ante esta situacion, algunos investigadores han incursionado en el campo de la
nanotecnologia, mediante el uso de NPs recubiertas con distintos extractos
naturales, principalmente aceites esenciales. En este sentido, diversas
investigaciones han demostrado que las NPS son eficaces contra diferentes

microorganismos como bacterias, hongos, parasitos, algas e incluso algunos virus;
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ejemplo de ello es el virus de la peste de los pequefios rumiantes, que, aungue no

es patégeno para los humanos, es eficazmente inhibido por las NPS.41: 44 57

La literatura refiere muy buenos resultados en cuanto a la eficacia de las NPs en
estudios in vitro, sin embargo, sefala la necesidad de realizar estudios de
citotoxicidad puesto que los compuestos nanoparticulados pueden dafar a las
células bajo ciertas condiciones, en las que influyen tanto los materiales usados

para su fabricacion como la cantidad de NPs.%8

Dado lo anterior, la presente investigacion tuvo como propdésito probar la eficacia
virucida de un compuesto nanoparticulado, asi como aportar evidencia sobre su
citotoxicidad. Para tal efecto, se realizaron ensayos de viabilidad celular, logrando
encontrar concentraciones en las que el compuesto nanoparticulado no resultara
toxico para las células; ademas, se prob6 que dicha concentracion tuviera un
efecto inhibitorio para los virus. Con los datos obtenidos se realiz6 una gréafica
para conocer cudl era la concentracién Letal 50 y trabajar por debajo de esta,
encontrando que la dilucion a la cual el 50 % de la poblacion muere (DL-50) es de

10399, aunque para fines practicos se trabajé con la dilucion 104

Para realizar los ensayos de inhibicion de replicacion viral se debe contemplar el
titulo viral y conocer cuantos viriones se tienen por célula. En nuestro trabajo, el
titulo viral encontrado para el VHS-2 fue de 10%° lo que indica que este virus es
sumamente mortal, es decir, no requiere de muchos viriones para infectar las
células humanas. En este sentido, los resultados de la cinética a distintos tiempos
fueron alentadores ya que en ningun tiempo se observo la presencia de sincitio.
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Los sincitios se forman debido a las glicoproteinas especificas de este virus, por lo
que la ausencia de la formacion de sincitios indica que el virus no esta presente.
Ademas, el virus tiene gran facilidad para propagarse en el medio ambiente, por lo
que la ausencia de sincitios confirma que las nanoparticulas inhibieron totalmente
a la proteina del virus. Lo anterior pudo observarse facilmente al comparar con el
control positivo, en el cual se noté claramente la presencia de sincitios, lo que
demuestra la capacidad infectiva del virus Esto sugiere que el compuesto
nanoparticulado ademas de inhibir completamente al virus, no requiere de un
tiempo prolongado para hacerlo, lo que lo convierte en un prometedor agente

desinfectante.

Por otra parte, el titulo viral del virus de la Influenza A HIN1 pandémico 2009 fue
de 1:256%°° (un titulo mas bajo que el encontrado en 2009), convirtiéndolo en un
virus mortifero. En este caso, la cinética también nos arrojo buenos resultados ya
que el virus fue inhibido al estar con contacto con las NPS. A partir de nuestros
resultados no solo podemos asegurar que las NPs inhiben a dos tipos de virus
(ADN virus y ARN virus) sino que ademas la inhibicién se da a un nivel que va
mas alla de las proteinas de la capside, es decir, que no nada mas actua a nivel
de la c4pside si no que afecta a nivel genético, debido a que estas proteinas se

necesitan expresar durante la replicacion viral.

Un punto importante a considerar, es que en la presente investigacion se utilizaron
lineas celulares continuas que provienen de algun tipo de cancer lo cual afirma

que el compuesto nanoparticulado puede dirigirse contra células cancerigenas, a

Jesus Alberto Vargas Hernandez 63




altas concentraciones de estas, logrando un efecto citotdéxico favorable, tal como
se ha referido en la literatura, ya que diversos estudios han demostrado el efecto
de otros compuestos nanoparticulados sobre células cancerigenas resistentes a
cisplatino.*® En este contexto, en algunas investigaciones se ha evidenciado que
este efecto se da por la presencia de especies reactivas de oxigeno que alteran la

membrana mitocondrial. 57

Se encontr6 que este compuesto nanoparticulado tuvo un efecto toxico en un
cultivo celular, pero también se encontré que a bajas concentraciones no ocurre

este efecto.

En cuanto a la prueba de hemaglutinacion se comprobé que el compuesto
nanoparticulado no afecta a los glébulos rojos humanos, debido a que no causoé

hemolisis, lo cual sugiere que podrian ser utilizadas en el torrente sanguineo.

A partir de nuestros resultados se infiere que el compuesto nanoparticulado
empleado inhibe la replicacion de un virus activado, ya que los virus utilizados en
este trabajo se encontraban infectando células en un cultivo celular, lo que da
lugar a la posibilidad de que el compuesto se pueda utilizar en virus como el VIH
que afecta a miles de personas en el mundo, posibilidad que ademas de viable

resulta muy alentadora.

Otro punto importante es que la literatura cientifica indica que para realizar
estudios que prueban la eficacia de virucidas, el agente virucida se debe incubar
junto con el cultivo celular y posteriormente realizar las pruebas de inhibicion de la

replicacion viral.®° Sin embargo, nuestro compuesto nanoparticulado no se incubé

Jesus Alberto Vargas Hernandez 64




debido a que se le quiso dar un enfoque de accién rapida. Con los resultados
obtenidos podemos sugerir que el compuesto nanoparticulado tiene una accién
rapida y no requiere de incubacién alguna por lo que podria usarse de manera

inmediata.
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X CONCLUSIONES.

o Se obtuvo la CL de un compuesto nanoparticulado a través de un cultivo

celular por ensayo de viabilidad MTT.

o Se encontro la concentracion a la cual el compuesto nanoparticulado inhibid
la replicacion de los Virus del Herpes Simplex tipo 2 y del virus de la Influenza A

H1N1 pandémico 2009 sin afectar el cultivo celular.

o Nuestros resultados amplian el panorama sobre el uso de compuestos
nanoparticulados in vivo y da la pauta para la realizacion de estudios

farmacol6gicos mas extensos.
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X. PROPUESTAS.
» Realizar estudios mas extensos respecto a la inhibicion de los virus a través
de pruebas mas sofisticadas tales como PCR y RTPCR.
» Realizar estudios complementarios para evaluar el posible dafio celular
ejercido por el compuesto nanoparticulado.
» Realizar pruebas en células dérmicas humanas.
» Realizar estudios con citometria de flujo adyacente al estudio de viabilidad

por el método de MTT.
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