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RESUMEN

Estudio del efecto del péptido beta amiloide (AB) sobre la infeccidon causada por el virus
del Herpes Simplex tipo 1

Nombre: Q.F.B. Lizbeth Reyes Moreno

Institucion: Universidad Auténoma de Nuevo Ledn

Localizacidn: Monterrey, Nuevo Ledn

Fecha de titulacién: Octubre 2012

Paginas en el estudio: 127

Introduccién: La enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastorno neurodegenerativo descrito por

primera vez en 1906; es la causa mas comun, irreversible y progresiva de demencia.
Dentro de las caracteristicas neuropatoldgicas de la EA se menciona a las placas seniles, las
cuales son depésitos extracelulares de distintas isoformas del péptido beta-amiloide (AB).
En mayor proporcién se encuentra el péptido de 40 aminodacidos (AB1.40) del cual

la regién a la que se le ha atribuido la mayor actividad citotoxica es la Il
comprendida entre los aminoacidos 25 y 35 (ABs.35). Se ha propuesto una relacion

entre pacientes que presentan EA y pacientes con infeccidon ocasionada por el virus del
Herpes simplex tipo 1 (VHS-1); virus perteneciente a la familia Herpesviridae, subfamilia
alphaherpesvirinae, que presenta un ciclo de latencia en el ganglio trigémino. A la fecha se
han definido importantes relaciones entre el péptido beta-amiloide (AB) y el VHS-1, debido
a la localizacién del virus en su estado de latencia.

Objetivo: Evaluar el efecto que presentan dos isoformas del péptido B-amiloide sobre la infeccién

causada por el virus del Herpes simplex tipo .

Material y Métodos: Se infectd la linea celular Vero con la cepa KOS de VHS-1 en presencia y

ausencia de los péptidos APiso, AP2s3s ¥ ABssys (oligomerizados y sin oligomerizar).
Después de 6 horas de infeccidn, se extrajo ARN total para amplificar regiones de los genes
UL5 y ARNr 18S mediante RT-qPCR, y proteinas totales para ensayos de Western blot. Para
los ensayos de infectividad viral, mediante el ensayo de formacién de placas liticas (PFU),
después de las 6 horas de infeccion, se incubd durante 2 dias a 37°C y 5% CO, y también
se extrajo proteinas totales para el analisis de Inmunoelectrotransferencia (WB).

Resultados: La presencia de los péptidos ABi.40, AB2s-35 Y AB3s.25 (oligomerizados y sin oligomerizar),

disminuyen la infeccion del VHS-1 (KOS) en células Vero. Esto se demostré mediante
ensayos de infectividad viral, en donde se observa un menor nimero de PFU con respecto
al control de infeccién (VHS-1 sin péptido AB) y mediante ensayos de RT-qPCR, se observé
la disminucién en la expresion del ARN del gen UL5 del VHS-1, indispensable para la
replicacién viral. Por medio de WB se detecté el péptido a las 6 y/o 48 horas post-infeccidn,
solo en extractos celulares.

Conclusiones: Las isoformas del péptido AB (ABiao, ABisas ¥ APBssas) oligomerizados y sin

oligomerizar, interfieren en el proceso de infeccién de células Vero por parte del VHS-1
(cepa KOS).

Dra. C. Viviana Chantal Zomosa Signoret
Firma de Asesor
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Estudio del efecto del péptido beta amiloide (AB) sobre la infeccion causada por
el virus del Herpes Simplex tipo 1

CAPITULO |
INTRODUCCION
1.1 ENFERMEDAD DE ALZHEIMER (EA)

La enfermedad de Alzheimer (EA) (OMIM #104300) es un trastorno neurodegenerativo
descrito por primera vez en 1906 por el psiquiatra y neuropatdlogo aleman Alois
Alzheimer; es la causa mas comun, irreversible y progresiva de demencia,
representando mas del 50% de todos los casos (Mattson 2004). La EA se
caracteriza por una pérdida neuronal, en especial del sistema colinérgico (Sims,
Bowen et al. 1980) y retraccién cerebral masiva (Carter 2011). En pacientes con
esta enfermedad, existe una reduccidn en el tamafio de las regiones cerebrales
implicadas en los procesos de aprendizaje y memoria; incluyendo los Iébulos
temporal y frontal, como resultado de la degeneracién de las sinapsis y de la
muerte de las neuronas, ocasionando una pérdida gradual de la memoria y las

habilidades cognitivas. (Figura 1) (Mattson 2004).

Cerebro Normal Cerebro con Alzheimer

-

Cerebro Normal Cerebro con Alzheimer

Imégenes PET (utilizacion de glucosa)

Figura 1.- Comparacién de un cerebro normal y uno con enfermedad de Alzheimer. En EA se presenta
una contraccién de las regiones cerebrales implicadas en el aprendizaje y la memoria; esto se
correlaciona con importantes reducciones en el metabolismo energético celular en pacientes vivos. A.-
El cerebro de los pacientes con EA presentan una marcada contraccién de circunvoluciones en el I6bulo
temporal vy los Iébulos frontales. B.- imagenes de tomografias de emision de positrones (PET) que
revelan la captacién de glucosa (rojo y amarillo indican altos niveles de la captacion de glucosa) en una
persona saludable y un sujeto de control normal (Mattson 2004).
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Actualmente, la EA afecta a mds de 35 millones de personas en todo el mundo
(Alzheimer’s Disease Group, 2010) y se reportan mds de 5 millones de nuevos
casos de Alzheimer cada afio; la incidencia aumenta el 1% entre las edades de 60 y
de 70, a 6% al 8% a la edad de 85 afios. La prevalencia y la incidencia de la EA
sugieren fuertemente que la edad es el factor de riesgo mas significativo. De hecho,
la posibilidad de desarrollar Alzheimer se duplica cada cinco anos después de los
65 y la incidencia de la enfermedad aumenta de 2.8 por 1,000 personas al afio
(para las personas entre 65 y 69 afios) a 56.1 por cada 1,000 personas en mayores
de 90 anos. Se estima que un 25% a 45% de las personas mayores de 85 afios
tienen demencia. La duracidon de la enfermedad es normalmente de 8 a 10 afios,
con un rango de 2 a 25 afios después del diagnéstico. Sin embargo, alrededor del
5% de los pacientes con EA desarrollan el fenotipo de la enfermedad a una edad
mucho mas joven y se clasifican como de inicio temprano, la mayoria de los cuales
son también del caso familiar (Zhang, Ma et al. 2012) presentando una incidencia
estimada de 4.2 por cada 100,000 personas en el grupo de edad de 45-64 afios
(Bekris, Yu et al. 2010).

En lo que respecta a México, se estima que mas de 600 mil personas mayores de 60 afos

padecen esta enfermedad (Instituto de Geriatria, México, 2011).

1.1.1 Cambios biopatolégicos en la Enfermedad de Alzheimer
1.1.1.1 Deterioro de la memoria episddica

En un individuo afectado con EA, la nueva informacién no se capta, codifica y almacena
adecuadamente a largo plazo y en consecuencia no se puede recuperar, lo que
resulta en lo denominado deterioro de la memoria episddica (Jakob-Roetne and
Jacobsen 2009).

La memoria se compone de impulsos eléctricos a lo largo de las conexiones neuronales en
el cerebro, formadas por la apertura y cierre de las sinapsis y facilitando por un

marco de tiempo especifico un circuito especifico que codifica la informacion. El
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aprendizaje implica la formacién de nuevas conexiones sinapticas y esto requiere la

expresion génica en el nlcleo celular y la sintesis de proteinas en las sinapsis. La
formacidon de la memoria episddica requiere, en particular, las conexiones
neuronales de pequefias areas de la corteza entorrinal y el hipocampo en el |6bulo
temporal medial (hipocampo y la circunvolucidn del hipocampo). La pérdida de
estas conexiones es causa directa de los sintomas clinicos de deterioro de la
memoria episddica. El déficit en la memoria episddica es el sello distintivo de la EA

en el comienzo de la enfermedad (Jakob-Roetne and Jacobsen 2009).

1.1.1.2 Imagenes estructurales y cambios funcionales en un cerebro con

EA
En el momento de los primeros sintomas de problemas de memoria episddica, ya estdn
presentes severos cambios patoldgicos en los cerebros de pacientes con EA. Estos
cambios se desarrollan gradualmente durante afios en las areas clave para la
formacion de la memoria. Hay una pequeiia reducciéon con el envejecimiento
normal, sin embargo, en pacientes con EA, en un punto distinto en el tiempo, que
casi indica el comienzo del proceso de la enfermedad, el espesor del |6bulo
temporal medial disminuye abruptamente reduciéndose a un ritmo de 15% por

ano (Jobst, Smith et al. 1994, Smith and Jobst 1996).

Imagenes por técnicas de resonancia magnética de imagen (IRM), no sélo confirman la
reduccién de volumen en la materia gris (neuronas), sino que han demostrado una
correlacidon entre la atrofia de la corteza entorrinal y el deterioro de la memoria
episodica en los pacientes con EA (Uotani, Sugimori et al. 2006, Di Paola, Macaluso
et al. 2007, Ridha, Barnes et al. 2007). Ademas de las técnicas estructurales de
resonancia magnética, la tomografia por emision de positrones (PET) y técnicas
funcionales, tales como la utilizacion de la glucosa y la resonancia magnética
funcional (fMRI), se utilizan hoy para seguir el progreso de la enfermedad y hacer

un diagnodstico temprano (Pike, Savage et al. 2007, Small, Bookheimer et al. 2008).
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La atrofia en las dreas del cerebro afectadas de Alzheimer estd causada por la

pérdida de las dendritas y los axones, la reduccion de la mielina, la contraccién vy,
finalmente, la muerte de las neuronas (Sjobeck, Haglund et al. 2005). 1,5 ml de un
hipocampo saludable contiene alrededor de 9 millones de neuronas, en las etapas
finales de la enfermedad, mdas de 80% de estas neuronas han desaparecido vy el

volumen se reduce a menos de la mitad (Mattson 2004).

1.1.2 Clasificacion de la Enfermedad de Alzheimer

La enfermedad se divide en 2 subtipos en funcién de la edad de inicio: EA de inicio precoz
(EOAD) y EA de inicio tardio (LOAD). La EA de inicio temprano corresponde
aproximadamente del 1% al 6% de los casos, con intervalos aproximados de 30
afos a 60 o 65 afios. Sin embargo, la EA de inicio tardio o también denominada
esporadica, es la forma mas comun de Alzheimer, con una edad de inicio de antes
de los 60 o 65 afios. Tanto EOAD y LOAD pueden ocurrir en personas con una
historia familiar positiva de la EA. En la EA de inicio precoz, aproximadamente el
60% de los pacientes presenta familiares con EA y de estos casos (EA de inicio
precoz familiar), el 13% se hereda de forma autosémica dominante con al menos 3
generaciones afectadas. La EA de inicio precoz también puede ocurrir en las
familias con inicio tardio, con la excepcion de unas pocas familias autosémicas
dominantes que presentan un solo trastorno en un gen, la mayoria de los casos de
EA parece ser un trastorno complejo que es probable que incluya multiples genes

susceptibles y factores ambientales (Bekris, Yu et al. 2010).

A pesar de que los casos de EA de inicio precoz ocurren muy raramente, han contribuido
enormemente a la comprension de la EA. Los genes involucrados, son genes
asociados a la maquinaria proteolitica que se encarga del procesamiento de la
proteina precursora de beta-amiloide o APP, como son la presenilina 1y 2 (PSEN1y
PSEN2) (Jakob-Roetne and Jacobsen 2009), y apoyan la hipdtesis amiloide, ya que

todos los genes que portan las mutaciones EOAD conducen a un aumento de la
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produccién del péptido AB14, v, por lo tanto, a la amiloidosis temprana del cerebro.

Estos genes codifican para la proteina precursora del beta-amiloide (APP), que da
lugar a los péptidos beta amiloide (AB) después de su procesamiento proteolitico, y
los genes de las presenilina 1y 2 (PSEN1 y PSEN2), que son parte de la maquinaria

proteolitica Unica que procesa APP.

En total, mas del 90% de los pacientes con EA parecen presentar la enfermedad de tipo
espordadico y tener una edad de inicio de los 60 a 65 afios (LOAD) (Bertram and
Tanzi 2004). A pesar de que los estudios en gemelos apoyan la existencia de un
componente genético en la EA de inicio tardio, todavia no ha sido identificado
ningun gen causante. De hecho, el Unico gen que se ha encontrado
consistentemente asociado con casos de EA esporddico o de inicio tardio, a través
de multiples estudios genéticos, es el gen de la apolipoproteina E (APOE) (Selkoe
2001, Coon, Myers et al. 2007). Los genes relacionados con la enfermedad de
Alzheimer estan localizados en 4 diferentes cromosomas y estdn asociados con

herencia autosdmica dominante o esporadica (Tabla 1).

Tabla 1.
Genes asociados a Enfermedad de Alzheimer*
Gen Nombre Localizacién Tipo de Herencia Mecanismo Fenotipo Bioquimico
cromosémica Genético
APP Proteina 21g21 Autosémica EA inicio temprano T Relacion AB4,/ABao
Precursora del dominante
Amiloide EAinicio tardio T Generacién AR /agregacion AB
APOE Apolipoproteina E 19q13.32 Esporadico EA inicio tardio: T Agregacion AB
asociacion de riesgo
(alelo €4) ¢ Degradacion AR
PSEN1 Presenilina 1 14q24.2 Autosomica EA inicio temprano T Relacion A[342/A[340
dominante EA inicio tardio
PSEN2 Presenilina 2 1q42.13 Autosomica EA inicio temprano .,
dominante EA inicio tardio T Relacion ABy,/ABao

*Tabla modificada de (Tanzi and Bertram 2005, Bekris, Yu et al. 2010)

1.1.3 Sintomas de la Enfermedad de Alzheimer
Tanto EOAD y LOAD se presentan clinicamente como demencia que comienza con una
disminuciéon gradual de la memoria y luego, poco a poco, aumenta en intensidad

hasta que los sintomas eventualmente se convierten en incapacitantes. Como se
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menciond con anterioridad, la EA es un tipo de demencia, por ello es importante

definir a ésta, la cual es causada por diversas enfermedades y condiciones que dan
lugar a células cerebrales dafiadas o conexiones entre las células cerebrales (Thies,

Bleiler et al. 2011).

Al hacer un diagndstico de demencia, los médicos comunmente se refieren a los criterios
que figuran en el Manual Diagndstico y Estadistico de los Trastornos Mentales
(DSM-IV) que consisten en disminucién de la memoria, y al menos una de las
capacidades cognitivas siguientes:

1) Capacidad de generar un discurso coherente o comprender el lenguaje hablado o
escrito;

2) Capacidad para reconocer o identificar objetos, suponiendo que la funcién sensorial
estd intacta;

3) Capacidad para ejecutar actividades motoras, asumiendo las habilidades motoras
intactas, la funcion sensorial y la comprension de la tarea requeriday,

4) capacidad de pensamiento abstracto, tomar buenas decisiones y planificar y llevar a
cabo tareas complejas.

La disminucion de las capacidades cognitivas debe ser suficientemente grave como para

interferir con la vida cotidiana.

El sintoma mas comudn de la enfermedad de Alzheimer comienza con empeoramiento
gradual como una dificultad para recordar informacion nueva. Esto se debe a una
alteracion de la funcién de las células cerebrales. Por lo general, comienza en las
regiones que participan en la formacion de nuevos recuerdos. Como el dafo se
extiende, los individuos experimentan otras dificultades.

Las siguientes son sefiales de advertencia de la enfermedad de Alzheimer:

e Pérdida de la memoria que altera la vida cotidiana

e Desafios para planificar o resolver problemas

e Dificultad para realizar tareas familiares en el hogar, en el trabajo o en el ocio

e Confusion con el tiempo o el lugar
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* Dificultad para comprender imdagenes visuales y las relaciones espaciales

® Los nuevos problemas con las palabras para hablar o escribir

* Poner las cosas fuera y perder la capacidad de volver sobre los pasos

e Disminucion o mal juicio

e El retiro del trabajo o actividades sociales

e Cambios en el estado de animo y personalidad (Thies, Bleiler et al. 2011).

La incapacidad para retener la informacidon recientemente adquirida suele ser la
presentacion inicial, mientras que la memoria para acontecimientos remotos estd
relativamente a salvo hasta mds tarde. Con la progresion de la enfermedad, el
deterioro en otras areas de la cognicién (por ejemplo, el lenguaje, el razonamiento
abstracto, y la funcion ejecutiva o de toma de decisiones) se presenta en diversos
grados, y por lo general se asocia con dificultad en el trabajo o en situaciones
sociales o actividades domésticas. Se presentan cambios de humor y disminucion
de la memoria. Los sintomas neuroldgicos que pueden ocurrir mas adelante en el
curso de la enfermedad incluyen convulsiones, hipertonia, incontinencia, etc. La
muerte suele producirse por inanicion en general, la desnutricion y neumonia

(Bekris, Yu et al. 2010)

1.1.4 Diagnéstico histopatologico de EA

La Enfermedad de Alzheimer se caracteriza histoldgicamente por la presencia de los
ovillos neurofibrilares (Ishino and Otsuki 1975) y las placas amiloides (Nikaido,
Austin et al. 1970). Debido a que puede haber otras causas de pérdida de la
memoria, el diagndstico definitivo de la EA requiere un examen post-mortem del
cerebro, el cual debe contener un nimero suficiente de "placas" y "ovillos" para
calificarlo como afectado por EA. Las placas son depdsitos extracelulares de fibrillas
y agregados amorfos del péptido beta amiloide (AB). Los depdsitos difusos de AP
también estdan presentes en altas cantidades. Los ovillos neurofibrilares
intracelulares son agregados fibrilares de la proteina tau asociada a microtubulos
que exhiben la hiperfosforilacién y las modificaciones oxidativas (Carter 2011). Las

placas y los ovillos estdan presentes principalmente en las regiones del cerebro
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implicadas en el aprendizaje y la memoria y las conductas emocionales, tales como

la corteza entorrinal, hipocampo, el prosencéfalo basal y la amigdala. Las regiones
del cerebro con las placas suelen exhibir a menudo, un nimero reducido de
sinapsis y neuritas las cuales se encuentran daiiadas, lo que sugiere que el péptico
ocasiona tal dafo (Mattson 2004). Las placas y los ovillos son considerados por
muchos investigadores como los factores que conducen a la destrucciéon neuronal
en esta enfermedad. La comprension de su génesis es un objetivo clave en la

investigacion de la enfermedad (Perl 2010).
1.1.4.1 Ovillos neurofibrilares

El transporte axonal continuo, anterégrado (desde el cuerpo celular hacia la sinapsis) y
retrégrado, rapido y lento, es un requisito indispensable para el funcionamiento de
las neuronas. Proteinas motoras como cinesinas y dineinas transportan su carga a
grandes distancias a través de los microtibulos (Marx, Hoenger et al. 2009). Los
microtubulos, que forman parte del citoesqueleto, son polimeros de tubulina y se
unen a las proteinas asociadas a los microtubulos (MAP), que regulan su estabilidad.
La proteina asociada a microtubulos mas prominente en el axén es la proteina tau

(MAPT) (Jakob-Roetne and Jacobsen 2009)
1.1.4.1.1 Proteina Tau

La Proteina Tau fue descubierta en la década de 1970 mediante el estudio de los factores
necesarios para la formacién de microtibulos (MT). Esta proteina promueve el
montaje de la tubulina en microtubulos, uno de los principales componentes del
citoesqueleto neuronal que define la morfologia normal y proporciona soporte
estructural a las neuronas (Figura 2) (Kolarova, Garcia-Sierra et al. 2012). Tau es una
proteina muy hidrofilica, soluble en agua y en su mayoria sin plegar, que contiene a
lo largo de su secuencia al menos 25 sitios potenciales de fosforilacidon. La
fosforilacién dentro de dominios repetidos de tau puede ocasionar su separacion de

los microtubulos; algunos sitios especificos de fosforilacion a lo largo de tau se han
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correlacionado con la gravedad de la lesidn neuronal en la EA (Alonso, Li et al. 2008).

Tau

fosforilada

Vesicula f,
}/y
f =

Cinesina

Proteina

Tau
Microtubulo

Figura 2.-Funcién normal de la proteina Tau. La proteina Tau estabiliza los microtubulos a
través de cuatro dominios de uniéon a la tubulina (cuadros) en caso de la isoforma de mayor
longitud. La unién de tau a los MT es mantenida en equilibrio por la accién coordinada de
cinasas y fosfatasas. La fosforilacidn de tau (circulos) regula su actividad de unién a MT y puede
afecta el transporte axonal. La proteina Tau puede inhibir el transporte dirigido de vesiculas al
extremo terminal positivo a lo largo de los MT por cinesinas (Kolarova, Garcia-Sierra et al.
2012).

Las seis isoformas de la proteina tau humana en las neuronas comprenden entre 352 y 441
aminodacidos de largo, y se expresan en una proporcién constante. Contienen en la
region C-terminal tres o cuatro unidades que se repiten con una longitud de 31
aminodcidos cada una. Estos son los dominios de union a los microtibulos y también
los dominios responsables de la agregacion en los filamentos helicoidales apareados

(Jakob-Roetne and Jacobsen 2009)

La unién de tau a la tubulina esta regulada por su estado de fosforilacién, que se rige
normalmente por la accidén coordinada de las cinasas y fosfatasas en la molécula de
tau (Liu, Igbal et al. 2005). En condiciones patoldgicas, como el caso de EA, la
fosforilacién anormal de tau disminuye su capacidad de unidn a la tubulina, lo que no
s6lo conduce a la desorganizacién de los microtibulos, sino también a la auto-
polimerizacién en agregados en forma de ovillos neurofibrilares (Avila 2008, Iqgbal

and Grundke-lgbal 2008)

Tau hiperfosforilada en cerebro de pacientes con EA pueden secuestrar a proteinas tau en
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estado normal y otras proteinas asociadas a microtubulos, ocasionando un deterioro
en el transporte axonal y una disminucién de la neurotransmisidn, lo cual tiene un
impacto inmediato en las funciones cognitivas. El exceso de fosforilacion rompe esta
unién y los dominios de wunién a microtubulos liberados se asociacion
intermolecularmente y forman pequenos depdsitos (pre-ovillos) que finalmente
adoptan una estructura de hojas beta con filamentos helicoidales apareados. Estos
finalmente se ensamblan para formar grandes ovillos neurofibrilares en los que parte
de la proteina es objeto de una serie de modificaciones adicionales, como por
ejemplo, los truncamientos, glicosilacion, o entrecruzaminto a través de
transglutaminasas, que confieren una lesion toxica adicional dentro de la neurona

(Figura 3) (Jakob-Roetne and Jacobsen 2009)

A. Neuronas sanas
[\

Moléculas de Tau

T_ == estabilizando
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subunidades de

Microtubulo
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desintegrados

Grupos de Tau Cb 8
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Figura 3.- Tau en neuronas normales y en tautopatias. Tau facilita la estabilizacién de microtubulos
(MT) en las células, sirviendo como "pistas" esenciales para el trafico normal de la carga celular a lo largo
de las largas proyecciones axonales de neuronas. El resultado de la hiperfosforilacién de tau, reduce su
unién a MTs. El secuestro de tau hiperfosforilada en ovillos neurofibrilares (ONF), ocasiona que una
menor cantidad de tau se encuentre unida a MTs. La pérdida de la funcién de tau conduce a la
inestabilidad MT vy reduccion del transporte axonal, lo que podria contribuir a la EA (Brunden,
Trojanowski et al. 2009).
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1.1.4.2 Placas amiloides

Las placas amiloides son depdsitos extracelulares de pequefios péptidos de diferente
longitud llamados beta-amiloide (AB) que se derivan a través de sucesivas escisiones

proteoliticas de la proteina precursora del péptido beta amiloide (APP) (Selkoe 1998).

A pesar de que la proteina APP ha sido objeto de mucho estudio, desde su identificacién, su
funcion fisiolégica permanece desconocida. Se ha sugerido un papel de APP en el
crecimiento de las neuritas y la sinaptogénesis, en el trafico neuronal de proteinas a
lo largo del axdn, la transduccion de sefiales transmembrana, la adhesidon celular, el
metabolismo del calcio, etc., pero se requieren mas pruebas in vivo (Zheng and Koo
2006). APP es escindida en varios fragmentos durante su trafico intracelular, y estos
metabolitos APP median diversas funciones y en ocasiones causan efectos adversos.
Por lo tanto, el efecto neto de APP sobre la actividad celular puede ser una
combinacidn de las funciones de sus metabolitos, dependiendo de la proporcién de

los niveles de cada metabolito en el tiempo y el espacio (Zhang, Ma et al. 2012).
1.1.4.2.1 Proteina precursora del amiloide (APP)

La proteina APP es una proteina integral de membrana tipo | con una gran porcion
extracelular, un dominio hidrofébico transmembrana, y un dominio intracelular (C-
terminal) corto. El gen que codifica para la proteina APP se encuentra en el
cromosoma 21 en humanos, con tres isoformas principales derivadas de “splicing”
(corte y empalme) alternativo. Estas isoformas son APP695, APP751 y APP770 (que
contiene 695, 751, y 770 aminodacidos, respectivamente); la isoforma APP695 se

expresa predominantemente en neuronas (Zhang, Ma et al. 2012).

1.1.4.2.1.1 Trafico intracelular de APP

La proteina APP es sintetizada en el reticulo endopldsmico (RE) y luego se transporta a
través del aparato de Golgi a la red trans-Golgi (TGN), donde la mas alta
concentracion de la APP se encuentra en las neuronas (Xu, Sweeney et al. 1997) . El

péptido AP se genera en el RE y en la red Trans-Golgi. Desde la red trans-Golgi, la
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proteina APP puede ser transportada en vesiculas secretoras a la superficie de la
célula donde es escindida por la a-secretasa para producir una molécula soluble
sAAPa (Sisodia 1992), o re-internalizada a través de una via de degradacién
endosomal/lisosomal [38,39]. Se ha propuesto que el péptido AB también puede ser
generado en el sistema endosomal/lisosomal (Haass, Hung et al. 1993, Zhang, Ma et
al. 2012) Aunque APP inicialmente es dirigida hacia la ruta secretora, es
proteoliticamente procesada en varios sitios subcelulares diferentes (Weidemann,
Eggert et al. 2002). En el procesamiento proteolitico de APP se encuentran
involucradas las proteasas: alfa, beta, y gama secretasas («, 3 y v ) (Masters et al.,

2012).

Durante su transito desde el reticulo endoplasmico a la membrana plasmatica a través de
la via secretora constitutiva, la APP naciente sufre modificaciones post-
traduccionales por N-y O-glicosilacidon, fosforilacion ectodominio y citoplasmatica,
y sulfatacion de la tirosina. En células en cultivo, se estima que sdélo alrededor del
10% de las moléculas nacientes de APP se liberan correctamente a la membrana
plasmatica. APP puede ser procesada proteoliticamente en la superficie celular
principalmente por a-secretasas, resultando en la liberacion del ectodominio

APPsa (Sisodia 1992).

A diferencia de muchos receptores de superficie celular, la proteina APP completa no
reside mucho tiempo en la superficie celular. Aproximadamente, el 70% de la
superficie de APP se internaliza a los pocos minutos de llegar a la membrana
plasmatica. Después de la endocitosis, APP se entrega en endosomas tardios y una
fraccion de las moléculas endocitadas se recicla a la superficie celular.

Los estudios realizados en lineas celulares no neuronales y en neuroblastoma muestran
gue AB se genera principalmente en la red trans-Golgi conforme se transporta al

APP a través de las vias de secrecidn y reciclaje (Figura 4).
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Figura 4.- Trafico intracelular de APP. Las moléculas nacientes de APP maduran a través de la via
secretora constitutiva. 1) Una vez que APP alcanza la superficie celular, es rapidamente internalizada,
2) posteriormente, a través de los compartimentos endociticos y el reciclado, es devuelta a la
superficie celular o 3) degradada en lisosomas. No se produce ningun procesamiento amiloidogénico
en la superficie celular, donde estan presentes las « -secretasas. El procesamiento Amiloidogénico es
a través del transito de los organulos endociticos, donde APP se encuentra con las 3 -y vy -secretasas
(Haass, Kaether et al. 2012).

En estado estacionario, la mayoria de BACE1 se localiza a finales de la red Trans-Golgi y
endosomas, de acuerdo con la escision amiloidogénica de APP durante las etapas de
endocitosis/reciclaje (Koo, Squazzo et al. 1996) (Figura 4). BACE1 tiene actividad
O6ptima a pH dacido in vitro, apoyando a la idea de que BACE1 se unird a APP
probablemente durante el transito en compartimentos endociticos acidos. Los datos
disponibles indican la presencia de actividad y-secretasa compleja y la enzima en los

compartimientos multiples, incluyendo el reticulo endoplasmico, red trans-Golgi,

endosomas y en la membrana plasmatica (Haass, Hung et al. 1993).
1.1.4.2.1.2 Procesamiento de APP

APP se somete a procesamiento post-traduccional, que involucra a varias secretasas
diferentes y proteasas, a través de dos vias principales. En la via no amiloidogénica,

APP es escindida por la a-secretasa seguida de la y-secretasa. La a-secretasa que
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corta al APP en el aminoacido numero 17 dentro de la secuencia del péptido AB
(Figura 5), libera una gran dominio extracelular (SAPP-a) y un fragmento C-terminal
asociado a membrana que consta de 83 aminodcidos (C83). El fragmento C83 es
escindido por la y-secretasa para liberar el péptido P3 y el AICD, ambos se degradan
rapidamente. En la via amiloidogénica, APP es procesada principalmente por la B-
secretasa en el primer residuo, o en el residuo 11 (llamado sitio b') de la secuencia
del péptido AB (Figura. 5), perdiendo sAPP-B y dando lugar a la generacién del
fragmento C-terminal asociado a membrana que consta de 99 aminodcidos (C99). La
y-secretasa se unird mas tarde a C99 para liberar AICD y el péptido AB, el cual,
posteriormente se agrega y forma fibras para dar lugar a placas amiloides en el

cerebro (Zhang, Ma et al. 2012).
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Figura 5- Diagrama del procesamiento de la proteina APP. Modificado de (Zhang, Ma et al. 2012).
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1.1.4.2.2 Péptido Beta amiloide (AB)

1.1.4.2.2.1 Proporcidn de diferentes péptidos AB en las placas amiloides

El AB como se menciond, se deriva de la proteina precursora del amiloide (APP) después
de la escisién por secretasas. Debido a que la y-secretasa corta sus sustratos en
varias posiciones muy cercanas, el péptido denominado AP es en realidad un grupo
de péptidos que difieren en longitud en su extremo C-terminal. La especie
predominante es el péptido ABso, que normalmente constituye de 80 a 90% de
todos los péptidos AB. La segunda especie es el péptido AB4, (alrededor de 5 a
10%), y el resto se compone sobre todo de las especies mas cortas, incluyendo ABs;
y ABss. Como se menciond antes, AB4; forma agregados facilmente y por lo tanto,
constituye la semilla para las grandes oligdmeros y fibrillas y finalmente, para las

placas amiloides macroscépicas (S and E. 2007), (Bentahir, Nyabi et al. 2006).

Linea de produccion de AB40
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Linea de produccion de AB42

Figura 6.- Procesamiento secuencial de APP por la y secretasa. (Haass, Kaether et al. 2012)

15




Estudio del efecto del péptido beta amiloide (AB) sobre la infeccion causada por
el virus del Herpes Simplex tipo 1

*
@)

£/ S
%TAD ) Mﬁ“‘o

La formacion de agregados es acompafiada de una transicién estructural desde una
conformacion de hélice a a una de hojas B. Los primeros agregados y placas
pueden estar formados exclusivamente por ABs,, con la posterior adicién de AB4o
en adelante cuando la concentracion de los agregados amiloides alcanza un valor
umbral (Jakob-Roetne and Jacobsen 2009). Las especies de péptido mds cortas, por
ejemplo, ABsg, no son propensas a la agregacion, y de hecho pueden interferir con

este proceso (S and E. 2007).

Los mondmeros del péptido AP no son tdéxicos a una concentracién fisiolégica. Se
producen constitutivamente por el organismo como un subproducto de la
protedlisis de APP o, segun algunos autores, incluso puede ser una funcién
fisiologica. En efecto, aunque parece que la produccidén de isoformas AP es un
proceso normal de funcion desconocida, en un pequefio niumero de individuos, un
aumento en la proporcion de AB4; aparece ser suficiente para causar EA de inicio

precoz (Goedert and Spillantini 2006, Irvine, EI-Agnaf et al. 2008).

Diferentes agregados téxicos pueden formarse in vitro y bajo condiciones in vivo, pero
todavia no esta claro que varios de estos agregados sean relevantes para la

enfermedad y cdmo se produce la toxicidad (Yankner 1996).

Los agregados de AB pueden formar poros en las membranas celulares y, por lo tanto,
alterar la homeostasis idnica. Los péptidos AB interactuan con la célula en un
numero de maneras sutiles, y finalmente, la toxicidad puede ser el resultado de

tales interacciones (S and E. 2007).

Después de ser procesado a partir de sus precursores de proteinas, el péptido AB cambia
su conformacion para formar agregados, que finalmente, son depositados en
forma de placas seniles, uno de los criterios fundamentales patoldgicos de la
enfermedad de Alzheimer (EA). Una de las principales teorias de las causas de la

neurodegeneracion en EA, postula que la produccién de los péptidos AB140 Y AB 142
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provoca la activacion de una cascada bioquimica que conduce a la muerte celular

(Holscher 2005).

Se ha propuesto que el estado de agregacidon de fragmentos de amiloide es de crucial
importancia para inducir efectos tdxicos. Mientras que los agregados de bajo peso
molecular muestran una baja toxicidad, algunos oligédmeros parecen ser mucho
mas toxicos que otros (Walsh and Selkoe 2004), pero no estd claro cémo los
fragmentos solubles del amiloide se agregan en el cerebro (Holscher, Gengler et al.
2007). Del mismo modo, la correlacidon entre la neurotoxicidad, las propiedades
estructurales, y la evolucion de los agregados AP a lo largo del tiempo, no han sido
completamente entendidos. EI AB altamente téxico (25-35) es un péptido peculiar
que difiere de todos los péptidos AB comunmente estudiados debido a que posee
propiedades de agregacién muy rapidas y produce un aumento notable en Ia

neurotoxicidad (Millucci, Raggiaschi et al. 2009).

Varios péptidos AP sintéticos forman filamentos; ensamblados de laminas B in vitro
(Meinke and Hansmann 2007). La evidencia creciente procedente de los estudios
de toxicidad in vitro con péptidos sintéticos AB, muestran que un estado agregado
(fibra, protofibrilla, oligdmero de bajo peso molecular, o ligando difusible, no
fibrilar), es toxico para las neuronas en cultivos (Baglioni, Casamenti et al. 2006,
Dobson 2006, Stefani 2007, Bieschke, Siegel et al. 2008). EI fendmeno de
ensamblaje es dependiente del pH de las soluciones, la concentracién de ABs vy el
tiempo de incubacidn en solucién (Wei and Shea 2006). Se ha reportado que varios
fragmentos de AB forman tales conjuntos, pero sélo ABs que incluyen una porcion
sustancial de la secuencia transmembranal se demostraron que son capaces de
conformar agregados estables a pH 7,4 y resistentes al dodecilsulfato de sodio
(SDS) (Pike, Burdick et al. 1993). En particular, las fases iniciales de montaje de
AB,s35, que contienen el dominio funcional (secuencia GSNKGAIIGLM) de la

proteina precursora de AB que se requiere tanto para efectos neurotréficos en
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condiciones normales de los tejidos neurales y que participa en los efectos

neurotdxicos que se presentan en la EA, son dificiles de controlar (Clementi, Marini

et al. 2005).

1.1.4.2.2.2 Péptldo AB25.35

ABs.35 es un péptido neurotodxico (Takadera, Sakura et al. 1993, Ban, Hamada et al. 2003).
Es la secuencia mads corta de péptido que retiene la actividad biolégica comparable
con el péptido de longitud completa del ABi4, y exhibe grandes laminas
agregadas (Pike, Walencewicz-Wasserman et al. 1995). Estd presente en las placas
seniles y produce degeneracion de las neuronas del hipocampo en el cerebro de
pacientes con EA. Ciertas formas de ABi40 se pueden convertir en ABss3s por
proteasas cerebrales (Kubo, Nishimura et al. 2002). ABys3s ha sido elegido a
menudo como modelo de cuerpo entero de AB en los estudios estructurales y
funcionales (Clementi, Marini et al. 2005, Misiti, Sampaolese et al. 2005). Por otro
lado, el estudio de las preferencias conformacionales de AB,s3s en diferentes
condiciones, parece ser crucial para el esclarecimiento de sus propiedades
intrinsecas estructurales relacionadas con la formacién de fibras de AB (Millucci,

Raggiaschi et al. 2009).

El péptido AB,s.35 contiene una region hidrofébica de 7 aminoacidos en los residuos 29-35
organizados en la region de AP (Pike, Burdick et al. 1993). Este fragmento forma
rapidamente agregados solubles rapidamente. La estructura del fragmento 25-35
determina la alta toxicidad de los péptidos AP anormales, por lo tanto, éste
fragmento (AB2s.3s) ha sido ampliamente utilizado para estudios de mecanismos
relacionados con la neurotoxicidad del péptido beta amiloide (Shevtzova, Kireeva

et al. 2001).
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1.1.4.2.2.3 Rutas de agregacion de AP hacia ensamblados neurotoxicos

La formacién del AB en la EA se concibe como un complejo proceso de agregacion de la
proteina, con la participacion del plegamiento incorrecto de AR en ensamblados
solubles e insolubles (Yoshiike, Minai et al. 2008). Los mondmeros de AP se
componen principalmente de a-hélices y/o una estructura desordenada, mientras
que los polimeros son ricos en conformacion hoja B no plegada. Los cambios
conformacionales que conducen a la formacion de las hojas beta extendidas
conducen a la formacién de oligdmeros de AB. Estudios cinéticos han sugerido que
la forma no plegada de AB monomérico precede a la formacidn de oligémeros, que
luego sirven como semillas o nucleos para el crecimiento fibrilar acelerado (Figura

7) (Ni, Shi et al. 2011).

Un concepto ampliamente aceptado para la formacidn de fibras amiloides es la nucleacion
dependiente de modelo de polimerizacidén, que separa el proceso de fibrilizacién
en una fase de nucleacién y una fase de alargamiento. La nucleacién requiere la
auto-asociacion de mondmeros solubles, que es termodinamicamente
desfavorable, y asi se produce lentamente. En la fase de nucleacién, los
mondmeros sufren cambios conformacionales y de auto-asociacion para formar
nucleos oligoméricos que son ricos en ldminas beta. Una vez que el nucleo se
forma, el montaje de grandes agregados y de elongacién fibrilar es un proceso
mucho mas favorables y rdpido. Como resultado, la cinética de formacién de fibras
amiloides esta bien representada por una forma sigmoidal con una nucleacién de
fase/retardo seguida por una fase de crecimiento rapido, después, por una fase de

saturacion (figura 7) (Kumar and Walter 2011).
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Figura 7.- Modelo de Polimerizacion dependiente de nucleacién en la agregaciéon amiloide (Kumar

and Walter 2011)

En la EA, los monémeros solubles de AB pueden formar conjuntos superiores de orden
que van desde los oligdmeros de bajo peso molecular (por ejemplo, dimeros y
trimeros) a oligdmeros de alto peso molecular a protofibrillas y fibrillas (Figura 8)
(Larson and Lesné 2012). Sin embargo, la relacion exacta de estas especies entre si
sigue siendo especulativa, sobre todo debido a su naturaleza intrinseca como
intermediarios solubles globulares. A pesar de este obstaculo, varios grupos
independientes han observado aparentes oligdmeros de AB enddgenos en los
estudios de expresion de proteinas a partir de tejido del cerebro humano post-
mortem y el uso de animales y lineas celulares genéticamente modificados para

producir y secretar las especies de AB (Larson and Lesné 2012).
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Figura 8.-Modelo propuesto de la producciéon oligomérica endégena de AB. Mondmeros y trimeros de
AB son producidos y secretados por neuronas. Una vez en el liquido intersticial, oligdmeros de AR
siguen una expansion en trimeros basada en el tamafo en condiciones fisioldgicas o envejecimiento
normal. Estas especies evaden la formacion fibrilar. Sobre la presencia de un factor no identificado, se
convierte en mondmeros de AP mal plegados que permite al péptido a entrar en la via fibrilar, cuyo
primer paso corresponde a la formacién de dimeros de AP. Los dimeros pueden expandirse
rapidamente para crear protofibrillas, en dltima instancia, contribuir a la formacién de fibras de AB
como placas amiloides (Larson and Lesné 2012).

1.1.4.2.24 Liberacion de péptido AB y el transporte a través de la barrera

hematoencefalica

El SNC tiene un estado de equilibrio constante de alto nivel con respecto al péptido AB. Sin
embargo, este alto nivel de péptido AR no conduce a la formaciéon de agregados
amiloides o placas de amiloides en individuos sanos. En cambio, los péptidos AB
recién producidos se eliminan rapidamente, y su vida media en un cerebro sano es
del orden de unas pocas horas. Por lo tanto, deben existir mecanismos eficientes

de remocion (Jakob-Roetne and Jacobsen 2009).
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La primera linea de aclaramiento son proteasas de cerebro que degradan el péptido. La
lista de proteasas candidatas que pueden escindir el péptido AB es larga, pero dos
de ellas son fuertes candidatos: neprilisina (MME, la membrana de metalo-
endopeptidasa o encefalinasa-) y la enzima que degrada la insulina (IDE, insulysin).
Ambos prefieren las especies monomeéricas mas que la forma agregada. Mientras
gue las proteasas IDE se encuentran preferentemente en el interior de la célula, la
neprilisina se localiza principalmente en el exterior. Por lo tanto, sus actividades
pueden ser complementarias y pueden orientar al péptido AR en diferentes
compartimentos (lwata, Tsubuki et al. 2001, Shirotani, Tsubuki et al. 2001, Tanzi,

Moir et al. 2004)

Es decir, la produccion de AB es normalmente compensada por su eliminacion a través de
varios procesos, incluyendo: 1) la degradacién proteolitica, 2) aclaramiento
mediado por células (que puede en si implicar la degradacidn proteolitica), 3) el

transporte activo fuera del cerebro, y 4) en agregados insolubles (S and E. 2007)

La acumulacion y agregacién de los péptidos AB se cree que son centrales en la patogenia
de la EA. Estudios recientes sugieren que su acumulacién intracelular en lugar de
acumulacién extracelular de ABi.4; es un evento temprano en EA (Billings, Oddo et
al. 2005), y que su oligomerizacion conduce a la disfuncién neuronal y muerte
celular (Walsh, Klyubin et al. 2005). Sin embargo, la causa (s) de su produccion en
los pacientes con EA esporddica sigue siendo desconocida (Wozniak, Itzhaki et al.

2007).

Se sabe que varias enfermedades cronicas son causadas por patdgenos, incluyendo virus
en varios tipos de cancer (Lin, Shang et al. 1995). Hay una buena razén para
considerar que la Enfermedad de Alzheimer también tiene una etiologia infecciosa:
en particular, se ha encontrado una relacién con el virus del herpes simplex tipo 1

(VHS-1), un virus neurotréopico comun que infecta a la mayoria de los seres
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humanos (ver mas adelante). Ademas, varios estudios proporcionan un
fundamento para la participaciéon de VHS-1 en la acumulacion celular del péptido

AB (Itzhaki and Wozniak 2008).

1.2 Herpes simplex virus

Los virus del herpes estan ampliamente distribuidos en la naturaleza e infectan una gran
variedad de hospederos incluyendo vertebrados (mamiferos, aves, peces, reptiles)
e invertebrados (moluscos, corales) (Vega Thurber, Barott et al. 2008, Sauvage,
Pépin et al. 2009). Colectivamente, estos virus se clasifican en el orden
Herpesvirales. Con todos los miembros comparten varias caracteristicas
estructurales: (1) un genoma de ADN de doble hebra lineal que es tipicamente
150-175 Kpb en comun, (2) una cdpside icosaédrica que consta de 162 capsémeros
(150 hexones, 11 pentones, y un vértice del portal), (3) una capa amorfa de
proteinas denominada tegumento que rodea a la capside, (4) una envoltura que
consta de una bicapa de lipidos y las proteinas unidas a la membrana. Los
Herpesvirales son muy diversos genéticamente, la proteina mds conservada es una
ATPasa que participa en el embalaje de los genomas virales en las capsides

(Davison, Eberle et al. 2009).

También hay similitudes en los aspectos clave del ciclo de infeccién, que incluyen: (1)
entrada en la célula a través de la fusién mediada por el receptor, (2) la entrega del
genoma envuelto en el nucleo, (3) establecimiento de por vida de la infeccion
latente, (4) la replicacién del ADN y ensamblaje de la capside en el interior del
nucleo, (5) salida de los genomas envueltos desde el nucleo hasta el citosol, 6) la
maduracion y envolvimiento de particulas virales en el citoplasma, y (7) exocitosis
de particulas virales infecciosas, entre otra propiedades moleculares (Zaichick,

Bohannon et al. 2011).
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1.2.1 Alphaherpesvirinae

A pesar de que todos los virus del herpes comparten varias caracteristicas bioldgicas
importantes, que varian en gran medida en el rango de hospederos, tropismo
tisular, la cinética de replicacién, los sintomas clinicos y la gravedad de la
enfermedad. Hay tres familias dentro del orden Herpesvirales de los cuales uno, el
Herpesviridae, incluye patégenos conocidos de mamiferos. El virus del herpes se
divide en tres subfamilias con nombres alfa, beta y gamma herpesvirinae (Roizman,
Carmichael et al. 1981, Roizman and Baines 1991, Roizman and Whitley 2001). Los
virus neuroinvasivos comprenden a tres miembros de los cuatro géneros de
Alphaherpesvirinae, dos de los agentes patdgenos que incluyen mamiferos vy
marsupiales: los virus simplex y los virus varicella (Figura 9) (Davison 2010). El
término de neuroinvasion se aplica para referirse a la invasidn de las neuronas que
no fueron expuestss directamente a la inoculacion (es decir, se extendié desde los

tejidos no neuronales a las neuronas).

ORDEN FAMILIA SUSBFAMILIA GENERO ESPECIES
Herpesvirales Herpesviridae \ Alphaherpesvirinae N— Mardivirus ~ _____ ,
§ IVHS-11
Alloherpesviridae Betaherpesvirinae ~lltovirus s
2 s 2 2 [Py P
Malacoherpesviridae ™ Gammaherpesvirinae \:_Sl_n_r;gl_e)_ﬂ:l(u_s‘: ) 2l Virus B
Varicellovirusg—— VVZ
N~ VPR
VHB-1

Virus neuroinvasivos
VHE-1

Figura 9. Taxonomia de los virus de herpes neuroinvasivos. Los virus de herpes neuroinvasivos
incluyen especies de tres géneros de la subfamilia alphaherpesvirinae; virus herpes simplex tipo 1 (VHS-
1) y tipo 2 (VHS-2); mono virus B (virus B); varicela-zoster (VZV); virus de la pseudorrabia (VPR); herpes
bovino tipo 1 (VHB-1) y herpesvirus equino tipo 1 (VHE-1) (Zaichick, Bohannon et al. 2011).

Una caracteristica comun de la Alphaherpesvirinae es que poseen un ciclo reproductivo
rapido, seguido por la destruccion de la célula huésped en una amplia variedad de

tejidos susceptibles (Whitley, Kimberlin et al. 1998). Aunque las infecciones no se

24




Estudio del efecto del péptido beta amiloide (AB) sobre la infeccion causada por
el virus del Herpes Simplex tipo 1

asocian a menudo con sintomas evidentes, las enfermedades graves (por ejemplo,
la encefalitis) pueden surgir de la replicacién activa de estos virus, junto con su
capacidad de esparcimiento dentro de los circuitos neuronales. Esto estd en
contraste con la familia Gamma herpesvirinae linfotropica que, en general,
producen enfermedades severas (por ejemplo, linfomas y sarcomas) como
consecuencia de latencia. El miembro prototipo del género Simplex es el virus
humano herpes simplex tipo 1 (VHS-1). Otros patdégenos humanos en esta familia
son los herpes de humano 2 (herpes simplex tipo 2; VHS-2) y Cercopithecine
herpesvirus 1 (virus B). Aunque este ultimo virus no es endémico en los seres
humanos, la propagacién zoonética puede resultar en infecciones letales (Zaichick,

Bohannon et al. 2011).

El virus de herpes simplex (VHS) forma parte de la subfamilia alphaherpesvirus de la
familia herpesvirus. Hay dos tipos de VHS: Tipo-1 (VHS-1) y tipo 2-(VHS-2). Estos
virus son neurotrépicos, capaces de infectar al sistema nervioso y causar

enfermedades neurolégicas y mantenerse en latencia (Karasneh and Shukla 2011).

1.2.2 Estructura del virus de herpes simplex
Los miembros de las familias Herpesviridae comparten caracteristicas estructurales
comunes ejemplificadas por el prototipo VHS-1, el cual se compone de cuatro

subcompartimientos distintos (Figura 10 A):

1) El ndcleo del virién contiene un genoma de ADN lineal de doble hebra de 152 Kpb que
codifica ~ 80-85 genes virales que estan dispuestos en segmentos: Unico largo (UL)
y Unico corto (US) (Figura 10 B ). UL comprende el 82% y US el 18%. Estas regiones
a su vez estan flanqueadas por secuencias repetidas invertidas (designadas como
ac, b'a’, ac, c'a') (Perry and McGeoch 1988), y contienen las secuencias necesarias
para la escision/empaquetado del genoma de VHS-1, que se denominan sitios “a”

(Deiss, Chou et al. 1986). Adicionalmente, el genoma alberga tres origenes de
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replicacion liticos, dos situados dentro de la regidén Unica corta (oriS) y uno en el
segmento Unico largo (oril) (Vlazny and Frenkel 1981). Como consecuencia de la
recombinacién a través de las secuencias a, el genoma de VHS-1 existe como una
mezcla equimolar de cuatro formas isoméricas generadas por la inversién de la
region UL y las secuencias de US respecto a la otra (Lehman and Boehmer 1999).
Se ha demostrado que aproximadamente la mitad de los genes virales son
prescindibles para la replicacion del virus en células cultivadas, y por lo tanto,

pueden ser sustituidos por material genético exdgeno (Krisky, Wolfe et al. 1998).

2) Una cdpside icosaédrica donde se encuentra el genoma viral, la cual consta de 162
capsomeros formados por cuatro proteinas de la capside: VP5, VP26, VP23 y VP19C.
La encapsidacion y liberacién del ADN viral se produce a través de un portal
situado dentro de la capside, que esta formada por un dodecamero de la proteina

pUL6 (Newcomb, Juhas et al. 2001, Cardone, Winkler et al. 2007).

3) El tegumento, que es una capa proteinica alrededor de la cdpside (Cardone, Winkler et
al. 2007), contiene principalmente proteinas codificadas por el virus que estan
implicadas en la regulacion transcripcional de los genes virales inmediatos
tempranos (IE) (por ejemplo, VP16), y en la regulacion de la transcripcién de la
célula huésped (vhs: virion-hostshut-off proteins). El tegumento también contiene
a la proteina VP22, que ha sido implicada en la estabilizacion de ciertas proteinas
viricas, tales como gE, gD y ICPO (Duffy, Mbong et al. 2009), y proteinas implicadas

en la propagacién viral durante la infeccidn litica (de Silva and Bowers 2009).

4) Por ultimo, una envoltura externa que contiene 16 proteinas de membrana, entre ellas
12 proteinas diferentes que contienen cadenas de oligosacaridos (glicoproteinas).
Estas glicoproteinas son de particular importancia, ya que sus interacciones con
las proteinas de superficie de la célula huésped median la entrada del VHS en la

célula. Estas glicoproteinas son: gB, gC, gD, gE, gG, gH, gl, gJ, gK, gL, gM, y gN
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(Griinewald, Desai et al. 2003).
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Figura 10. Representacion esquematica del virion de VHS-1 y su organizacién gendémica (A) El virién
de VHS-1 se compone de 4 subcompartimientos: envoltura, tegumento, capside y el genoma de
doble hebra de ADN lineal de 150-Kb (de Silva and Bowers 2009). (B) El genoma de ADN codifica
aproximadamente de 80 a 85 genes virales, que estan situados en la regidn Unica larga (UL) y Unica
corta (US.) dentro del genoma. Las posiciones de las regiones repetidas a, b y c dentro de las regiones
terminales repetidas (TR y TR;), y los origenes de replicacion (oril y oriS). La posicion y transcripcion
de los siete genes esenciales para la replicacién del ADN se indican con flechas (Lehman and Boehmer

1999).

1.2.2.1 Ciclo de replicacion viral

La entrada del VHS en la célula huésped es un proceso de multiples pasos que es
resultado de la fusién entre la envoltura viral y una membrana de la célula
huésped. Es mediada y modulada por la accidon de siete glicoproteinas virales
junto con sus interacciones con sus receptores afines. Estas proteinas son las
glicoproteinas gB, gC, gD, gH, gK, gL, y gM. Sin embargo, sélo cuatro de estas
glicoproteinas (gB, gD, gH, y glL) son necesarias y suficientes para permitir la
fusion del virus con la membrana plasmatica de la célula huésped (Figura 11)

(Karasneh and Shukla 2011).
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Figura 11.- Glicoproteinas de VHS-1 necesarias para la entrada viral y sus receptores. La entrada de
VHS-1 requiere de las glicoproteinas gB, gD y del heterodimero gH-gL. Alguno de los receptores son
exclusivos de VHS-1, incluyendo a PILRa y 3-OH HS (Karasneh and Shukla 2011).

El primer paso en la entrada de VHS es la unién del virus a través de las glicoproteinas de
envoltura (gB y/o gC) a los proteoglicanos como heparan sulfato (HSPG) que se
encuentran en la superficie de la célula huésped (Spear 2004). Se cree que el
propdsito de esta interaccidn es trabar el virus a las células con el fin de

concentrar el virus en la superficie celular (Connolly, Jackson et al. 2011).

El siguiente paso en la entrada es la interaccién especifica entre gD de VHS y un receptor
de gD (Shukla and Spear 2001). Esta interaccion permite el anclaje de la particula
(virion) a la membrana plasmatica de la célula huésped, acercando ambas
membranas (Campadelli-Fiume, Cocchi et al. 2000). Se cree que la interaccion de
gD con uno de sus receptores desencadena una cascada de acontecimientos que
conducen a la fusion de membranas. La fusién requiere la formacién de un
complejo multiproteico (un complejo de fusidon) compuesto de gD, gB, y gH / gL

(Atanasiu, Whitbeck et al. 2007, Subramanian and Geraghty 2007).
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1.2.2.2 Replicacion del ADN viral de VHS-1

En 0,5 horas y después de la infeccion en ausencia de sintesis de proteinas, el ADN viral se
acumula en el nucleo y adopta una configuracién "infinita" cuya estructura es
coherente con la circularizacion. Aunque el mecanismo de circularizacion del
genoma no ha sido establecido, puede implicar un evento de recombinacién a
través de las secuencias terminales repetidas (Roizman 1979). Una clara ventaja de
esta interrelacion mediata es que elimina la necesidad de un mecanismo
especializado para replicar los extremos. En los ultimos tiempos, durante la
replicacion del ADN viral, los productos consisten en redes ramificadas de
concatameros que puedan derivarse de recombinacién y la invasién de las

horquillas de replicacién del ADN.

El genoma de VHS-1 contiene tres elementos de accidn cis-, que funcionan como origenes
de replicacién del ADN: una copia de la oril, que se encuentra entre las divergentes
UL29 y UL30 los genes dentro de UL, y dos copias de oriS que estdn ubicados

dentro de las secuencias ¢, mencionados con anterioridad (Figura 10 B).

1.2.2.3 Genes esenciales para la replicacion del ADN de VHS-1

Los siete genes de VHS-1 situados dentro del segmento de UL del genoma que son
necesarios y suficientes para el origen especifico de la replicacién del ADN son: ULS5,
UL8, UL9, UL29, UL30, UL42 y UL52 los cuales se muestran en la figura (Figura 10 B)
(McGeoch, Dalrymple et al. 1988).

Es importante mencionar que los productos de los genes UL5, UL8 y UL52, conforman el
complejo helicasa-primasa (McGeoch, Dalrymple et al. 1988). Este complejo es una
holoenzima que consta de una asociacidn 1:1:1 de los productos de los tres genes
antes mencionados, con una masa molecular nativa de 270 KDa. Un subconjunto

gue consta de las subunidades UL5 y UL52 conserva actividades como ATPasa
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dependiente de ADN, helicasa y primasa; por lo tanto, constituye el nucleo de la
enzima (Dodson and Lehman 1991, Sherman, Gottlieb et al. 1992). En contraste, la

proteina UL8 carece de actividad enzimatica de union al ADN.

1.2.2.4 Ciclos de replicacion viral de VHS-1: Ciclo litico y Ciclo de latencia

Un aspecto interesante pero mal entendido del ciclo de VHS-1 es la capacidad para entrar
en latencia, un estado en el que no se produce progenie infecciosa y se transcribe
un numero limitado de genes virales. Tras la presentacion del estimulo apropiado,
las células infectadas de forma latente entran en una fase litica con la produccion
resultante de particulas virales infecciosas.

En la fase litica, después de la adhesidon y penetracién del nucleo, inicia un programa
temporalmente regulado de expresién de genes virales mediado por la ARN
polimerasa Il. Una proteina del virién, VP16, actua en trans, junto con el octamero
celular, oct-1 (proteina de unién al ADN), para inducir los genes alfa tempranos o
inmediatos que son el primer conjunto de genes de VHS-1 que deben expresarse.
Estos sirven como transactivadores de la expresidn de los genes beta o genes de
expresion temprana. Sus picos de sintesis son de 2-4 h postinfeccion. Se requieren
proteinas alfa funcionales para la sintesis de todas las proteinas codificadas por el
virus. La sintesis de la clase de proteinas beta alcanza sus niveles mas elevados de
5-7 horas y es detectable en las primeras 3 h después de la infeccion. Las proteinas
beta incluyen a las enzimas que se requieren para la replicacion del genoma viral:
una ADN polimerasa, una proteina de unidon a una sola hebra de ADN, un
primosoma o helicasa-primasa, una proteina de unién al origen, y un conjunto de
enzimas implicadas en la reparacion del ADN, y de-oxinucléotidos del metabolismo.
Se encuentran en prdacticamente todos los herpesvirus homédlogos de estas
proteinas (Roizman 1979).

La sintesis de ADN viral comienza poco después de la aparicidn de las proteinas beta y es
detectable a las 3 horas, y continda hasta las 15 horas post infeccién, con el grueso
del ADN sintetizado durante la ultima parte del periodo. El programa temporal de

la expresion de genes virales termina con la aparicion de las proteinas gamma o
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tardias, que constituyen a las proteinas estructurales del virus (Lehman and

Boehmer 1999).

Después de la unién, el virus entra en la célula a través de la fusién con la membrana
celular, aunque estudios recientes han puesto de manifiesto que en algunos tipos
de células, VHS-1 entra por endocitosis (Nicola, McEvoy et al. 2003). Una vez
dentro de la célula, los componentes de la capside y del tegumento estan
disponibles para causar estragos a la maquinaria celular. La funciéon de muchas de
las proteinas de tegumento sigue sin estar clara, las funciones mejor descritas son
las de las proteinas denominadas vhs (o de inhibicion de la sintesis de proteinas del
huésped), las cuales degradan moléculas de ARNm de la célula (Kwong and Frenkel
1987). La capside, por su parte, se desplaza al nucleo, donde se desarma, liberando
el ADN viral. Posteriormente, se circulariza el genoma viral y la expresién génica
viral es iniciada por un complejo de proteinas que consta de dos proteinas del
huésped y una proteina del tegumento VHS-1.

Hay tres clases de genes temporales: inmediato tempranos, tempranos y tardios. Los
genes  inmediato tempranos codifican proteinas que interfieren con Ia
presentacion de antigenos, interrupcién de la sintesis de proteinas y control de la
expresion de las otras dos clases de genes de VHS-1. Los genes tempranos son los
principales implicados en la sintesis de ADN, mientras que muchos de los genes
tardios codifican para las proteinas estructurales. Una vez que hay suficientes
proteinas virales, se monta la capside y se empaqueta el ADN viral. Las proteinas
de tegumento se unen después a la capside, y las particulas virales adquieren una
envoltura por gemacién en la membrana nuclear interna. La salida posterior de la
célula implica la fusidn de las particulas viricas con la envoltura dentro del espacio
perinuclear con la membrana nuclear externa, y las cdpsides desnudas producidas
adquieren su envoltura lipidica, ya sea desde la membrana plasmatica o de
organelos tales como el aparato de Golgi y el reticulo endopldasmico (ER) antes de
ser transportados a la superficie celular (Saksena, Wakisaka et al. 2006). La

infeccion por VSH-1 causa graves cambios estructurales y bioquimicos que
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conducen finalmente a la muerte celular. Tales cambios incluyen alteraciones en el

nucleolo, dafios a sitio especificos en el cromosoma, anomalias del citoesqueleto y
la matriz, y modificaciones en el plasma y las membranas de los organelos (Figura

12) (Mettenleiter 2004).
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Figura 12. Ciclo de replicacion del VHS-1. Representacidn del ciclo de replicacidn, incluyendo entrada y
disociacidon del tegumento, transporte y entrada de la capside a través del poro nuclear y liberacién del
ADN viral al ntcleo donde ocurre la transcripcién de genes en forma secuencial (Inmediatos tempranos,
tempranos y tardios) asi como la replicacion del ADN viral. Los pasos subsecuentes son la formacién de
la capside, el empaquetamiento del ADN, y al final la liberaciéon de particulas virales, ocasionando la
lisis celular (Mettenleiter 2004)
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Ademads del ciclo productivo descrito anteriormente, el virus puede someterse a estado de
latencia. En estado latente, el genoma viral estd presente, pero no se producen
particulas virales; aunque la exposicidn a ciertos estimulos pueden hacer que el
virus deje su estado latente, y entre en un ciclo de vida productivo (litico). La
expresion génica viral durante la latencia se limita a un locus del gen que codifica la
transcripcién asociada a la latencia (LAT). LAT expresa abundantemente moléculas
de ARNm, que no parecen ser traducidas. La funcion precisa de LAT es desconocida.
Se cree que puede estar implicado en la reactivacién del virus. La transcripcion del
gen asociado a latencia (LAT) se expresa abundantemente en las neuronas
infectadas, y se ha demostrado que es necesaria para promover el establecimiento
y el mantenimiento de la latencia, en parte debido a las funciones anti-apoptosis
de LAT, y la capacidad de los micro-ARN y otros ARNs pequefios no codificantes

para interferir con la infeccidn productiva (Perng and Jones 2010).

VHS-1 establece latencia en neuronas supervivientes, convirtiéndolas en un depdsito
permanente de infeccién recurrente, que se produce en respuesta a diversos
estimulos que causan estrés neuronal (Perng and Jones 2010). La capacidad de
cambiar de forma rapida de una infeccion litica en los epitelios a una infeccion no
productiva o latente en las neuronas sensoriales, es fundamental para el ciclo de

vida del virus.

Aunque es crucial la comprensién de los eventos que se desencadenan en ultima
instancia durante la infeccion de los alphaherpes virus, el establecimiento de la
infeccidn latente en neuronas no se entiende por completo. La entrada selectiva
de VHS-1 en los axones distales de las neuronas del trigémino favorece
fuertemente el establecimiento de una infeccién no productiva, latente, mientras
gue la infeccién no selectiva de neuronas permite a VHS-1 inducir la expresion del

gen litico. El sitio de entrada es un determinante importante de la decisidn
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litico/latente en la neurona infectada. La infeccién productiva de la neurona se

produce cuando entran particulas directamente en el soma de la neurona. En la
infeccidn litica, VP16 forma un complejo tripartito con las proteinas celulares
HCF-1 y Oct 1-, que se une a los elementos TAATGARAT presentes en los
promotores de genes inmediatos tempranos (IE) de VHS, y actua como un
potente activador transcripcional de la expresion génica de los genes inmediatos
tempranos. El dominio de activacidn transcripcional de VP16 de VHS-1 (VP16AD)
interactla con un gran numero de factores celulares que estdn implicados en la
activacién de genes (Hirai, Tani et al. 2010). Aunque no es esencial para la
expresion génica |E, coactivadores reclutados por la VP16AD VHS-1 contribuyen a
niveles relativamente bajos de las histonas en el genoma viral durante la infeccidn
litica (Kutluay and Triezenberg 2009). La proteina VP16 es esencial para la
reactivacion in vitro inducida por estrés en VHS-1 (Penkert and Kalejta 2011). El
estado de latencia de VHS-1 y la reactivacién in vivo son el resultado de una
interaccion compleja entre el virus y su huésped. Se supone que inmediatamente
después de la entrada del virus en la célula huésped, la proteina del tegumento
VP16 juega un papel esencial en el circuito combinatorio regulador que controla
la decisidn litico/latente. Si la transactivacion de los genes IE por el complejo
VP16 inducida es insuficiente, esto puede disminuir la expresion del gen litico en
la neurona infectada y favorecer el establecimiento de la latencia (Hafezi,

Lorentzen et al. 2012).

1.2.3 Infeccién por VHS-1

El VHS-1 es una infeccion comun en los paises desarrollados, donde las tasas de
seropositividad por lo general superan el 50%. En los seres humanos y animales
experimentales, la infeccidén primaria en piel o mucosa resulta en la replicacion
local del virus, infeccién de las terminaciones nerviosas sensoriales y su

propagacion a través del transporte axonal retrégrado de los ganglios del sistema
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nervioso periférico (SNP), donde sobreviene una infeccion productiva de
neuronas (Whitley and Roizman 2001). A diferencia de muchos virus de herpes,
VHS cuenta con baja especificidad de especie y un amplio rango de hospederos.
Tiene la capacidad sin precedente para infectar a las células humanas y no

humanas por igual (Cabrera, Wohlenberg et al. 1980, Kastrukoff, Lau et al. 2012) .

Los sintomas del VHS-1 suelen limitarse a las lesiones epidérmicas alrededor de la boca
(herpes labial). Con menor frecuencia, el VHS-1 infecta el ojo y produce queratitis,
que es la principal causa de ceguera infecciosa en los paises desarrollados
(Liesegang 2001). Cada una de estas formas de enfermedad puede ocurrir de
nuevo debido a la infeccion latente que se establece en las neuronas de los
ganglios periféricos que inervan a los tejidos respectivos (tipicamente el ganglio

trigémino para VHS-1) (Sanjuan and Lascano 1986, Bustos and Atherton 2002).

1.2.3.1 Infeccion litica y latente de VHS-1
Una vez que su genoma se encuentra en el nucleo de la célula huésped, VHS-1 puede
iniciar una fase litica, lo que conduce a la infeccidon productiva o a establecer
latencia en los nucleos de las neuronas sensoriales sobre el transporte retrégrado
del virus. Los determinantes moleculares y virales que determinan en qué fase se
va a introducir el virus, aun estan bajo investigacidn. Durante la infeccidn litica los
genes virales se expresan en una forma estrictamente regulada (de Silva and

Bowers 2009).

Esta cascada tan precisa en el tiempo de la expresion de genes virales resulta en la
produccién de particulas infecciosas de virus VHS-1, que pueden transportarse de
forma anterdgrada a las terminales del axén en el que se fusionan con la
membrana celular y se liberan en el espacio extracelular. Por el contrario, el
genoma del VHS-1 puede establecer latencia, momento en el que los Unicos genes

qgue se transcriben son los transcritos virales asociados a latencia (LAT), cuyas
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funciones aun no se han aclarado por completo (Nsiah and Rapp 1991). Estudios
recientes han demostrado que las proteinas LAT no codificantes juegan un papel
en la regulacion del ensamble de la heterocromatina facultativa de los promotores
de genes liticos, lo que induce la represion de la transcripcion (Cliffe, Garber et al.
2009). Las alteraciones en las interacciones virus-huésped pueden conducir a la
"reactivacion" del genoma latente de VHS-1 resultando en una infeccién
productiva (de Silva and Bowers 2009) (Figura 13).

a Sitio de replicacion
Latencia

Vo
|

:l"@__’@l_’@_"» Q’”"‘":Q

oy

U /?// \\
QBC% 57 7 \3\ = 4
\ ) \ o
Nucleo \§ B

__ A
:¢é1+> 6— © .-%\"*f' J 9

// N\
Reactivacion 4 \

y- 4
(/ y
\
N\
N
Célula Epitelial \Mf Neurona

Figura 13. Infeccidn litica y latente de VHS-1. a. La infeccion de células epiteliales en la superficie de la
mucosa da lugar a la replicacién productiva, lo que resulta en la produccién de viriones, que pueden
propagarse e infectar otras células epiteliales. El virus entra en las neuronas sensoriales y se transporta
al cuerpo celular neuronal. El ADN viral se libera en el nicleo neuronal y circulariza; asi es como
persiste en el nucleo de la célula neuronal, y se mantiene en estado latente. b. Tras la reactivacion, se
inicia la expresidon de genes virales liticos, y las capsides recién formadas son transportadas a las
terminales de las neuronas. Las particulas virales infecciosas se liberan desde el axén e infectan a
células epiteliales, lo que resulta en una infeccién recurrente. Modificado de (Knipe and Cliffe 2008).
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El VHS se traduce en una infeccion de por vida mediante el establecimiento del estado de
latencia en neuronas sensoriales, y receptores de replicacién en las células
epiteliales durante la infeccion primaria y reactivacion. El virus se contagia y se
transmite entre humanos a través del contacto fisico y, por lo general, causa
lesiones mucocutaneas localizadas (Whitley, Kimberlin et al. 1998). Las lesiones
bucales y oculares son causadas principalmente por el VHS-1. Estos virus son
capaces de causar enfermedades mds graves, como ceguera, meningitis

meningocdcica, y la encefalitis (Baringer 1975).

1.2.3.2 Encefalitis herpética

La infeccidon en el sistema nervioso central por VHS-1 es mas compleja cuando el virus se
transmite a través de las sinapsis durante la infeccién primaria y evoluciona a la
infeccidn latente, tanto en cerebro de seres humanos (Baringer 1976, Sequiera,
Jennings et al. 1979, Fraser, Lawrence et al. 1981) como en animales de
experimentacion (Cabrera, Wohlenberg et al. 1980, Rock and Fraser 1983). La
transmisién de VHS-1 en el sistema nervioso periférico al cerebro puede producir

encefalitis potencialmente mortal (Zaichick, Bohannon et al. 2011).

La encefalitis por herpes es generalmente esporadica y poco frecuente, no hay evidencia
de una predisposicion genética a esta forma grave de la enfermedad (Townsend
1981) . La encefalitis por herpes es mas frecuente en los recién nacidos infectados
durante el parto, y las infecciones también pueden producirse en multiples
organos ocasionando una enfermedad diseminada, lo cual esta asociado con una
alta mortalidad y morbilidad (Townsend 1981). Los adultos con sistemas
inmunoldgicos comprometidos (incluyendo pacientes con SIDA, cdncer y pacientes
trasplantados) pueden sufrir infecciones diseminadas que se vuelven resistentes a

Aciclovir (Itoyama, Sekizawa et al 1991).

37




Estudio del efecto del péptido beta amiloide (AB) sobre la infeccion causada por
el virus del Herpes Simplex tipo 1

V%TADBNW“‘OQ
La encefalitis herpética (EH) es un desorden cerebral severo causada por VHS-1, es

extremadamente rara, que afecta a 1-3 personas por cada milldn, con tasas de
mortalidad que pueden llegar a un 20-30% a pesar del tratamiento (Kennedy 2005).
Las regiones del cerebro que son principalmente afectadas en esta enfermedad
son las cortezas frontal y temporal, que son las regiones cerebrales que presentan

el mayor dafio en la EA (Itzhaki and Wozniak 2008).
1.3 Antecedentes de la relacion entre VHS-1y EA

A continuacion se mencionan las razones que fundamentan la relacién, y apuntan al VHS-

1 como un posible agente causal de la EA.

En primer lugar, durante la infeccién aguda en el cerebro por VHS-1, las regiones del
cerebro que estan afectadas son las mismas que las que exhiben las caracteristicas
neuropatologicas de la EA. Otra evidencia circunstancial también implica al VHS-1y
las rutas anatomicas de difusidn viral en el I6bulo temporal y el sistema limbico, los
sitios principales de patologia de la EA, desde el ganglio del triggmino o bulbo
olfatorio. Ademas, los sobrevivientes de la enfermedad cerebral aguda presentan
efectos a largo plazo que incluyen la pérdida de memoria. Una razén adicional por
la cual VHS-1 podria estar implicado en la EA es que el virus es ubicuo - infectando
aproximadamente al 90% de la poblacién adulta - una caracteristica necesaria, en
vista de la alta prevalencia de la EA. Por ultimo, la capacidad del virus para
permanecer en una forma latente (y reactivarse) en el sistema nervioso periférico
(SNP) a lo largo de la vida, después de la infeccion temprana, podria explicar por
qué los sintomas de la EA se manifiestan en las personas mayores (ltzhaki and

Wozniak 2008).

Mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), Jamieson et al.
descubrieron en 1991 que el ADN de VHS-1 se encontraba presente en una alta
proporcidon de cerebros de las personas de edad avanzada, incluyendo pacientes

con EA (Jamieson, Maitland et al 1991). El ADN viral se encontré en las cortezas
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frontal y temporal, pero estaba ausente en la corteza occipital, la cual se ve menos

afectada en EA. El virus también estaba ausente en el cerebro de la mayoria de los
joévenes probados, lo que sugiere que el virus llega al cerebro en la edad avanzada
conforme el sistema inmunolégico disminuye (Jamieson, Maitland et al 1992).
Varios grupos han confirmado desde entonces que el ADN de VHS-1 esta presente
en el tejido cerebral humano, algunos de ellos también demuestran que el ADN
viral esta presente en pacientes con EA (Jamieson, Maitland et al 1991, Jamieson,

Maitland et al. 1992, Itzhaki and Wozniak 2008, Wozniak, Mee et al. 2009).

Se ha utilizado también la técnica de PCR in situ para confirmar que cerebros de pacientes
con EA y controles de la misma edad contienen ADN viral; y para demostrar que el
virus esta presente en las neuronas. Cabe mencionar que la PCR in situ detecta
ADN viral tanto en la infeccién productiva y como en la latente debido a su alta
sensibilidad. Los resultados de Wozniak, et al en el 2009, permitieron descubrir la
localizacion del ADN del virus de herpes simplex tipo 1 dentro de las placas: 90% de
las placas en cerebros de pacientes con EA contenia ADN viral, mientras que en el
grupo control, se encontré solamente el 80% del ADN viral. En EA, el 72% del ADN
viral fue asociado a placa amiloide, comparado con el 24% en el grupo control. Por
lo tanto, la localizacion dentro de las placas amiloides refleja una asociacién

especifica entre el virus y la EA (Figura 14) (Wozniak, Mee et al. 2009).
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Figura 14.- Co-localizacion del ADN de VHS-1 (PCR in situ) y placas amiloides (Tincién con tioflavina S)

en la misma seccidn de cerebro de pacientes con enfermedad de Alzheimer. Escala: 50uM (Wozniak,

Mee et al. 2009)

Otras de las razones por las que se cree que existe una relacién entre el virus y la EA son

La gB

las que a continuacién se enlistan:
Homologia de la glicoproteina B del virus con un segmento del péptido ApB.-

de VHS-1 contiene una secuencia transmembranal que es significativamente
homodloga con el extremo N-terminal de APP con la que comparte un 33% de
identidad y 64% de similitud en una secuencia de 42 aminoacidos a partir del aa 1
al 42 (LeVine 1993), esto es especificamente en la regién carboxilo-terminal de AB
(Figura 15) (Cribbs, Azizeh et al. 2000). Cribbs et al. reportaron que los péptidos
sintéticos derivados de esta regién homdloga de la gB aceleran la formacion de
fibrillas de AB in vitro, ademas de que las fibrillas que forma la gB que son
estructuralmente indistinguibles a las formadas por el péptido AB (Cribbs, Azizeh et
al. 2000). Estas son neurotéxicos a dosis similares a la presentada por el péptido

AB y es precisamente en esta regidn donde residen tanto la nucleacion como los
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dominios de montaje de AP (Bohrmann, Tjernberg et al. 1999). Por lo tanto, los
autores sugirieron que VHS-1 podria actuar como una "semilla" para la formacién
de placas, sugiriendo un posible papel del virus en la fisiopatologia de los casos
esporadicos de AD, donde el mecanismo pudiera ser la auto-agregacion de la gB

asociada a la reactivacion del virus (Cribbs, Azizeh et al. 2000)

1 19 42
ap DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFA--EDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA

VHS-1-gB DTVIKADAHAALFAGLYSFFEGLGDVGRAVGKVVMGIVGGVVSA

Figura 15.- Homologia de secuencia entre AB y la glicoproteina B (gB) de VHS-1. La secuencia de
aminodcidos (cddigo de una letra) de los péptidos AB y gB se muestran en la alineacién, con lineas
verticales y dos puntos, que indican los aminodcidos idénticos y relacionados respectivamente. La
conservacion en los codones se indica con un solo punto. La region en la que reside el mayor grado de
homologia (residuos 22-42) se agrupa en la regién de AB que ejerce la neurotoxicidad y el auto-

ensamblaje en fibrillas (Cribbs, Azizeh et al. 2000).

En tres experimentos separados, se encontré que el péptido gB era mds neurotéxico que
AB. Estos resultados demuestran que el péptido gB se auto-ensambla, que el
péptido ensamblado es tdxico, y que la toxicidad estd asociada con la forma

ensamblada y es extremadamente potente (Cribbs, Azizeh et al. 2000).

a) Asociacion de VHS-1 y APP durante el transporte axonal en neuronas.-

APP, que es una glicoproteina transmembranal, se transporta a la superficie celular y a las

terminales sindpticas en las neuronas (Koo, Sisodia et al. 1990) asociandose a

vesiculas de transporte, mientras se une a las cadenas ligeras de las proteinas

motoras (cinesinas) en los microtubulos (Kamal, Stokin et al. 2000).
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Satpute-Krishnan et al. mostraron en el 2003 que APP se asocia con VHS-1 durante el
transporte anterdgrado del virus, un proceso que pueda afectar al procesamiento
de APP y a la funcion sindptica. En sus experimentos, demuestran que el virus sufre
un transporte axonal rapido cuando se inyecta en el axdn gigante del calamar. El
axon del calamar permitié desarrollar un nuevo ensayo funcional que pone a
prueba cualquier particula exdégena, en este caso VHS, por su capacidad para
obtener las proteinas motoras y de transporte. Los autores demostraron que APP
desempeiia un papel en el transporte anterégrado de VHS desde su lugar de
sintesis en el cuerpo celular hasta las terminales neuronales (Satpute-Krishnan,

DeGiorgis et al. 2003) (Figura 16) (Cheng, Ferland et al. 2011).

Glicoproteinas de membrana Virus envuelto, intracelular, dentro

dela envoltura viral derivada Invaginacién de la membrana derivada de la red

de la red Trans-Golgi Trans-Golgi, disminuye la Virus

Capside protedlisis de APP envuelto
® &
Tegumento b
N Ly,
( ) APP
- —— APP B Cinesina Incremento en

m ™~ Cinesina

Microtdbulo la lisis de APP

Figura 16. Diagrama que muestra la interaccién de APP con VHS-1 durante el transporte intracelular
a través de cinesinas. La cdpside viral en el ndcleo se une al tegumento en el citoplasma. Las
glicoproteinas virales son sintetizadas en los compartimentos de la membrana celular, y llegan al
aparato de Golgi, donde también se concentra APP. El tegumento viral y la capside se unen, luego son
invaginados al lumen del aparato de Golgi en vesiculas secretoras, logrando adquirir la envoltura viral
durante este proceso. APP puede ser pasiva o activamente reclutada activamente en la envoltura viral,
asi como permanecer en la membrana de la vesicula secretora donde expone su C-terminal hacia el
citoplasma. Durante el transito, el VHS puede proteger de la protedlisis a APP. A su salida, el virus deja
de proteger a APP y comienza su protedlisis; dando como resultado una mayor acumulacion de APP en
la periferia (Cheng, Ferland et al. 2011).
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b) Alteracion del procesamiento de APP y las enzimas involucradas por parte de VHS-

1.-

VHS-1 altera el procesamiento de APP, las células neuronales infectadas muestran una
disminuciéon en los niveles de APP en cultivo y un aumento de un fragmento de
APP de 55 KDa (Shipley, Parkin et al. 2005), y ademas un gran aumento en los
niveles intracelulares de AB (que no es atribuible a una reaccién con la secuencia

homdloga de la glicoproteina B viral) (Wozniak, Itzhaki et al. 2007).

Los resultados de Shipley et al., revelan que VHS-1 afecta el procesamiento de APP en
células de neuroblastoma humano SHSY5Y, mediante ensayos de Western blot y
mas recientemente mediante inmunocitoquimica. Demostrando que los niveles de
APP disminuyen durante la infeccién (un efecto esperado del virus, ya que causa
una disminucion general en la sintesis de proteinas de la célula huésped), y hay un
gran aumento del fragmento C-terminal de 55 KDa, que incluye la secuencia de AB.
Ademds, se encontrd que la infeccién con VHS-1 conduce a la acumulacién de AB
en las células, y de manera consistente, las enzimas que son responsables de la
produccién de AB se incrementan en células infectadas con VHS-1 (Shipley, Parkin

et al. 2005).

El aumento de la cantidad del fragmento de 55 KDa de APP en las células infectadas
demuestra que el procesamiento de APP, asi como su sintesis, se ve afectado por
el virus, esto ocurre dentro de las 6 h de la infeccidn, y el nivel aumenta con el
tiempo después de la infeccion hasta al menos 9 h. Segun los resultados, una
mayor produccién de este fragmento puede ser una respuesta general a la

infeccidn (Shipley, Parkin et al. 2005).

La alteracidon en el procesamiento de APP también es reportada por Dobson, et al., en

2007 demostrando que la infeccién por VHS-1 en la misma linea celular (SHSY5Y)
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ocasiona una disminucién en APP y un aumento en los péptidos ABi40Yy APB142

intracelulares. Ademas de un aumento en los niveles de las proteinas que procesan

a APP, tales como BACE vy nicastrin (Wozniak, Itzhaki et al. 2007).

c) Alteracidon en el proceso de autofagia.-

La via de la autofagia-lisosoma es el principal proceso intracelular para la eliminacién de
proteinas grandes, complejos de proteinas y organelos celulares (Cuervo,
Bergamini et al. 2005, Martinez-Vicente, Sovak et al. 2005). La autofagia (el
término generalmente abreviado de macroautofagia) tiene lugar en estructuras
unidas a la doble membrana, llamadas autofagosomas o vacuolas autofagicas
iniciales (AV). Estos no contienen enzimas y asi la degradacién del material no
deseado se produce solo después de la fusién del autofagosoma con los lisosomas,
que contienen hidrolasas. Recientemente, se ha revelado que la autofagia es un
proceso esencial para mantener a la homeostasis y que una disminucién en la
eficiencia se produce durante el envejecimiento, lo que resulta en la acumulacién
de productos no digeridos dentro de lisosomas (Ward 2002). Se ha propuesto un
papel de Ila autofagia en varias enfermedades neurodegenerativas,
principalmente por que un defecto en éste proceso podria explicar la residencia
continua de proteinas aberrantes en cerebro. El Virus Herpes simplex tipo 1 (VHS-
1) codifica a ICP34.5 (polipéptido de células infectadas 34.5) la cual ocasiona la
interrupcion de los procesos de autofagia de la célula protegiéndose contra la
destruccion (Talloczy, Jiang et al. 2002, Talloczy, Virgin et al. 2006). Considerando
gue en cerebro de pacientes con EA, se ha observado la acumulacién de
autofagosomas y vacuolas en las neuritas distréficas (Nixon, Wegiel et al. 2005),
tanto la proteina precursora de amiloide (APP), el péptido AR, y las enzimas
responsables de la formacion de AR, estan presentes en éstas vacuolas, se ha
propuesto una relacidon de causa por parte del VHS-1 en la EA (Yu, Kumar et al.

2004).

44




Estudio del efecto del péptido beta amiloide (AB) sobre la infeccion causada por
el virus del Herpes Simplex tipo 1

*
@)

£/ S
%T«w ) Mﬁ“‘o

Se ha planteado la siguiente hipotesis: VHS-1 entra en el cerebro en la edad avanzada,
cuando el sistema inmunoldgico disminuye, ya sea desde el sistema nervioso
periférico (SNP), donde, después de la infeccién temprana en la vida, se mantiene
latente, o como una nueva infeccién a través de la ruta olfatoria. El virus desarrolla
una infeccién de latencia en el cerebro pero se reactiva periddicamente en
condiciones de inmunosupresion o estrés por ejemplo, durante la infeccidon

sistémica (Itzhaki, Cosby et al. 2008).

La relacidn entre el virus y el péptido AB, abordandola con respecto a cdmo el péptido
afecta la infeccién causada por el VHS-1, sélo se ha reportado en el 2010 por Hill,
et al., donde atribuyen una actividad de atenuacion viral al péptido ABi4o,
utilizando células CV-1, como modelo de infeccidn litica in vitro. Evidenciando este
efecto mediante ensayos de formacién de placas liticas, ya que la presencia del
péptido en concentraciones de 5y 100 uM disminuye el nimero de PFU por pozo y
ademas, reduce la expresiéon de la ADN polimerasa viral, detectada mediante
ensayos de gPCR. Por lo que concluyen que la actividad del péptido es similar a la
del conocido antiviral para herpes, Aciclovir, el cual se sabe afecta directamente a

la replicacién viral (Lukiw, Cui et al. 2010).
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CAPITULO Il
JUSTIFICACION

Se ha propuesto que la infeccién viral por el VHS-1, se encuentra relacionada con
pacientes que presentan alteraciones neurodegenerativas, como es el caso de la
Enfermedad de Alzheimer, enfermedad en la que el mecanismo molecular
involucrado no se conoce por completo, sin embargo, se han definido algunas

relaciones existentes importantes entre el péptido AB y la particula viral.

Ademads, se ha sugerido que el péptido AP interactla con las particulas virales de VHS-1
en neuronas humanas, pero se desconoce los mecanismos de interaccién entre el

péptido y la particula viral.

Algunos reportes muestran que la coexistencia de VHS-1 y las placas amiloides podria dar
una ventaja adaptativa para ambas, sin embargo aun es insuficiente la informacién

al respecto.

Por lo anterior, es de gran importancia estudiar el efecto que podrian tener el péptido AB
y sus isoformas sobre el ciclo de replicacion viral del VHS-1 en un modelo de

infeccidn litica in vitro.

HIPOTESIS

Es posible que exista una interaccion entre el péptido beta amiloide con el Virus del
Herpes Simplex Tipo | y el efecto se vea reflejado en la infecciéon causada por el

virus
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CAPITULO IlI

OBIJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto que presentan las distintas isoformas del péptido B-amiloide sobre la

infeccion causada por el virus del Herpes simplex tipo I.

3.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

1. Permitir la interaccién del VHS-1 con los péptidos AR (1-40), AR (25-35) y AB anti

sentido (como control), oligomerizados y sin oligomerizar.

2. Identificar los cambios en la morfologia celular de los cultivos de células Vero
expuestos al virus y evaluar los niveles de replicacién viral mediante ensayos de

PFU y PCR en tiempo real.

3. Determinar la localizacion del péptido AB en células infectadas por VHS-1 y analizar

si existe una relacion con el efecto sobre la infeccidn.
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CAPITULO IV

MATERIALES

4.1 Reactivos

4.1.1 Reactivos de uso general

= Alcohol etilico (Jalmek)
= SDS (Sigma Aldrich)

= Agua Estéril

4.1.2 Cultivo celular y viral

Los reactivos utilizados para cultivo son de la marca Invitrogen-Gibco (Grand Island, NY,
USA):
= Aminoacidos no esenciales (10mM 100X).

Dulbecco's Modified Eagle Medium Advanced (Advanced DMEM).

L- Glutamina (200 mM 100X).

Suero Fetal Bovino (FBS).

Tripsina-EDTA (0.25%).

Solucién de antibidtico-penicilina-estreptomicina (100Ul/ml de penicilina G de sodio

y 100 pg/ml de sulfato de estreptomicina).

PBS 1x pH= 7.4 (Gibco)

Azul Alamar (Invitrogen)

Azul Tripano 0.4% (Gibco)

Colorante Giemsa (Sigma Aldrich)

Glicerol (Sigma Aldrich)
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4.1.3 Solubilizacién y oligomerizacién del péptido AB

=  Agua milliQ
= NaOH (Sigma Aldrich)

4.1.4 Técnicas moleculares (RT-PCR, qPCR)

= TRIzol® (Invitrogen)

= Cloroformo (J.T. Baker)

= |sopropanol (Fisher Scientific)

= Agua DEPC

= ARNse OUT ™ (Invitrogen)

= PCR Master mix 2x universal TagMan® (invitrogen)
= Ensayo 20x para ARNr 18S

= SYBR® Green gPCR SuperMix (ABI PRISM®)

= |niciadores Forward y Reverse (Invitrogen):

Producto amplificado= 143 pb del gen UL5 (NC_001806.1 regién: 12,500 -15,100)
TABLA 2

Oligonucléotidos para amplificar gen ul5 de vhs-1

Oligonucleétidos Secuencia Posicion
Forward 5’-CGTCGGTATTCGTCAAACTC-3’ 13810
Reverse 5’-CTGTTCTCCTCCCACAAAGA-3’ 13952

4.1.5 Extraccidon de proteinas, SDS-PAGE y Western blot

Reactivos para preparar Extraccion de proteinas:

» EDTA (Sigma)
= DTT (Roche)
=  PMSF (Sigma)
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= Complete Protease Inhibitors (Roche)

= Reactivo de Bradford (Bio-Rad)

Reactivos para preparar Geles de poliacrilamida:

= Acrilamida (GibcoBRL)

= Buffer de fosfatos pH 8.8

= Buffer de fosfatos pH 6.8

=  PSA (Bio-Rad)

» TEMED (Bio-Rad)

= Protein Dual Color Standards (Bio-Rad)
= Jugo azul

= B-mercaptoetanol (Bio-Rad)

Reactivos para WB:
= Tritén (Sigma Aldrich)
= Leche descremada light Svelty
= Metanol (J.T. Baker)
= Anticuerpo IgG anti ABs.35 de conejo (GenScript AO0687)
= Anticuerpo anti IgG de conejo conjugado con HRP (Santa Cruz biotechnology, Inc.)

= Luminol para WB (Santa Cruz biotechnology, Inc.)
4.2 Materiales
4.2.1 Material de uso general

= Micropipetas automaticas (Pipet lite; Rainin) de volumen variable:
1-10 pl, 20-200 pl y 100-1000 pl
= Puntillas para micropipetas

= Tubos Eppendorfde 0.2,0.6,1.5y 2 ml.
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4.2.2 Cultivo celular y viral

= Pipetas seroldgicas estériles de 1,2,5y 10 ml (Corning).
= Tubos de ensayo 16 x 150 mm

= Botellas de cultivo celular de 25, 75 y 150 cm?* (Corning).
= Tubos cénicos de 15y 50 ml (Corning).

= Crioviales de 1.5 ml (Corning).

= Placas de cultivo de 6 y 12 pozos (Corning).
4.2.3 PCR en tiempo real

= Tira de 8 tubos Eppendorf MicroAmp (Applied Biosystems)
= Tapas Opticas para tubos MicroAmp (Applied Biosystems)

= Kimwipes (Kimtech Science)
4.2.4 Extraccioén de proteinas, SDS-PAGE y Western blot

= Raspador de goma (Corning)

= Placas de 96 pozos transparentes de fondo plano (Costar)

= (Camara de electroforesis vertical y para electrotransferencia en condiciones
himedas (Bio-Rad).

= Membranas de PVDF de 0.45 1 (General Electric)
4.2.5 Material Bioldgico

= Linea celular Vero, fibroblasto de rifdn de mono verde africano (ATCC: CCL-81™)
Donada por el Dr. Miguel A. Déctor Carrillo, del departamento de Genética,
Facultad de Medicina, UANL.

= (Cepa viral VHS-1 de referencia (KOS) de la ATTC: VR-1493; GenBank: JQ780693.1.
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=  Péptidos:
Tabla 3
Lista de péptidos AB y secuencia de aminoacidos
Péptido beta N2 de
Secuencia de aminoacidos Marca
amiloide Catdlogo
GenScript
ABss.2s MLGIIAGKNSG RP20185-0.5
(Piscataway, NJ, USA)
GenScript
AB25.35 GSNKGAIIGLM RP10008-1
(Piscataway, NJ, USA)
DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDV GenScript
ABi1.40 RP10004-1
GSNKGAIIGLMVGGVV (Piscataway, NJ, USA)
4.3 Equipos

4.3.1 Equipo de uso general

= Vortex Genie 2

=  Thermomixer (Eppendorf)

= Centrifuga refrigerada Biofuge primor (Heraeus)

= Centrifuga Centrifuge 54150 (Eppendorf)

= Centrifuga IECL30R (Thermo electron corporation)
= Fuente de poder, Pover Pack1000 (Bio-Rad)

= Plancha con agitacién (CIMAREC)

4.3.2 Cultivo celular y viral

= Campana de flujo laminar clase Il tipo A2 (Nuaire)
* Incubadora con agitacion MaxQ4000 (Thermo Scientific)

= |ncubadora de CO, (Nuaire)
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= Microscopio 6ptico invertido olympus CKX41

= Bafio de agua Precision180

4.3.3 Solubilizacién y oligomerizacién del péptido AB
= Sonicador ultrasonic processor

4.3. 4 Técnicas moleculares (RT-PCR, qPCR)

= Termociclador para PCR en tiempo real Real Time PCR system7500 (Applied
Biosystems)

= Termociclador GeneAmp PCR system9700 (Applied Biosystems)

= Nanodrop 2000 (ThermoScientific)

4.3.5 Extraccidon de proteinas, SDS-PAGE y Western blot

= |lector de ELISA Biotek ELX800
» ChemiDoc™ (Bio-Rad)
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CAPITULO V

METODOS

ESTRATEGIA GENERAL

Oligomerizar péptidos >

6h p.i. < Efecto
AB (1-40) | 9 Citopatico
AB (25-35)

AB antisentido (35-25)

: pQO) Efecto
¢ . Citopatico

Incubar ) Ensayo de Formacion
Péptidos + VHS-1 48 h p.ideeesd g placas Iiticas '
(PFU) ) Analisis de
Carga Viral Resultados
, wees® gPCRgen ULS
@ - de VHS-1
Infectar células
VERO con -
VHS-1 en presencia 6 vy 48 Detectar ,

A

de péptidos AB

Horas p.i. '“) Péptidos %

FI—.

/= .

*Células Vero (ATCC: CCL-81™)

*Cepa de referencia de VHS-1 (KOS) de la ATCC: VR-1493.
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5.1 Cultivo de células vero
5.1.1 Células Vero

1. Se descongeld a temperatura ambiente un vial con células Vero almacenadas a -80
°C.

2. Se adicioné 1 ml del vial de células Vero a una botella de 25 cm” conteniendo 3 ml
de medio DMEM advanced con 2% SBF y se incubaron a 37 °Cy 5% CO,. Al obtener
una confluencia celular del 85 al 90%, posteriormente se realizé un subcultivo a
una botella de 75 cm? y finalmente una escala del cultivo a una botella de 150 cm”.

3. Se recuperaron todas las células de las botellas 150 cm? utilizando una solucién de
tripsina 1x (para despegarlas de la base de la botella de cultivo) por 5 minutos y se
neutralizo la reaccion con DMEM-FBS al 2%. Las células se cuantificaron con azul
tripano en camara de Neubauer. Poseriormente se ajusto el numero de células a
1.5x10° células por ml con medio que contiene DMSO al 5% y se almacenaron en

crioviales de 1.5 ml a -80 °C.
5.1.2 Subcultivo de células Vero

1. Partiendo de células en una botella de 25 cm?a un 90% de confluencia, se retiré el
medio de cultivo mediante aspiracion.

2. Se realizdé un lavado con 3 ml de PBS (el volumen que se utiliza depende del
tamafio de botella que se emplea, ver tabla en anexos).

3. Se desecho el PBS por aspiracion, y adiciond 1 ml de tripsina 1x e incubé durante
10 min a 37 °C, 5% de CO..

4. Después se agregd 1 ml de medio DMEM advanced con 2% SBF (para inactivar a la
tripsina) y se paso el contenido de la botella a un tubo cénico de 15 ml.

5. Se centrifugd a 3,000 rpm durante 5 min a 4 °C.

6. Finalmente, se retird el medio y resuspendidé con puntilla azul las células en 1 ml de

medio nuevo.
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7. Conteo celular:
= En un tubo Eppendorf de 0.6 ml, se hizo una dilucién 1:8 de células en
medio de cultivo. Por lo tanto, se adicionaron 60 pul de medio mas 10 ul de
células.
= Después, se agregd 10 pl de azul de tripano al 0.4 %, mezcld y coloco el
volumen necesario en camara de Neubauer para realizar el conteo celular.
= Se contaron los cuatro cuadrantes de las esquinas, se sacé un promedio del
numero de células contadas en los cuadrantes, y multiplicé de acuerdo a la

siguiente formula:
# de Células/ml= Promedio de células x 8 (factor de dilucion) x 10,000

8. Finalmente, se pasé la cantidad de células Vero que se requeria por mililitro a otra
botella 0 a pozos de placas de cultivo, con la cantidad de medio necesario, y se

incub6 a 37 °C, 5 % de CO,.

5.2 Cultivo viral de VHS-1 cepa KOS
5.2.1 Produccién a escala de VHS-1 cepa KOS

1. Se descongeld en frio (a 4 °C) un vial de VHS-1 (KOS) el cual se encontraba
almacenado a -80 °C.

2. Posteriormente, se infectd un cultivo de células Vero a 90% de confluencia de una
botella de 25cm? (3x10° células Vero) con 0.5 ml del vial de KOS y se incubd a 37 °C,
5 % de CO..

3. Cuando el cultivo se encontraba a un 80% de infeccion (2-3 dias dependiendo del
titulo viral del vial) se recuperd todo el contenido de la botella e infecté con 1ml, 4
botellas de 75 cm? a 95% de confluencia (6x10° células Vero) e incub6a37°Cy 5 %

CO,.

56




Estudio del efecto del péptido beta amiloide (AB) sobre la infeccion causada por
el virus del Herpes Simplex tipo 1

*#\ I
g7 2
Q’ZTAD ) M‘F»"‘o

4. Cuando el cultivo se encontraba a un 80% de infeccion (el tiempo depende de la
carga viral del vial) se recuperd todo el contenido de las botellas con raspadores de
plastico y se paso a 2 tubos cénicos de 50ml. Después se sonicd durante 3 minutos
a 30 pulsos por 30 segundos, manteniendo los tubos en hielo.

5. Posteriormente, se homogenizo el contenido de cada tubo, y se hicieron alicuotas
de 0.6 ml, las cuales se almacenaron en crioviales de 1.5 ml.

6. Los viales con el concentrado viral se congelaron gradualmente de -20 °C y

finalmente a -80 °C.

Para titular el concentrado viral de VHS-1 (KOS) se utilizé la técnica de PFU de acuerdo al

siguiente protocolo:

5.3 Ensayo de infectividad viral: formacidn de placas liticas o Unidades Formadoras de

Placa (PFU)

5.3.1 Titulacion viral por la técnica de Formacion de Placas liticas o Unidades
Formadoras de Placa.

1. Se partié de un cultivo de 24 h de células Vero en placa de 6 pozos con 5x10°
células por pozo.

2. Se realizaron diluciones seriadas del concentrado viral de VHS-1 (KOS) en PBS
glucosado al 1 %. Diluciones de 1:10, 1:100, etc., hasta llegar a 1:1010(10 diluciones
en total). Para hacer las diluciones se adiciond a cada tubo 4.5 ml de PBS glucosado

y 0.5 ml de la dilucidn previa (ver Figura 17)
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[ Diluciones seriadas ]

0.5ml 0.5ml 0.5 ml 0.5 ml

> ISR IDIEIEIEIE S e
0.5 mI ¥ - Y e o - e - - e
j
HSV-1 wb&«wwba—wLL
(KOS) 10102103 10 10° 10 107 10 10° 1010

Tubos con 4.5 ml de PBS glucosado al 1%,
estéril, frio y en hielo

Figura 17. Esquema de diluciones seriadas de VHS-1 cepa KOS en PBS

glucosado al 1 %.

3. Se procedio a retirar el medio de la placa de 6 pozos y se agregd 1 ml de la solucion
viral a cada pozo (ver Figura 18), después se incubd durante 1 h a 37 °C en

agitacion a 60rpm.

Control | 10 | 102 Control  10° 107
(-) B |
10-3 10-4 10-5 10-8 10-9 10-10

Figura 18.- Distribucion de soluciones virales en placa de 6 pozos con células
Vero. Placas con 5 x 10° células Vero por pozo, con medio DMEM advanced al

2% SBF.
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4. Después de la hora de incubacién se retird la solucién viral de los pozos y agregd
medio DMEM advanced con IgG al 0.32 % e incubd a 37 °C, 5 % CO, durante 4 dias.
5. Al cuarto dia se realizé tincidon con colorante Giemsa:
= Primero se retiré el medio en cada pozo y adiciond metanol absoluto
durante 5 min para fijar las células.
= Después se retird el metanol y se adiciond colorante Giemsa, incubando
durante 10 minutos.
= Se lavaron cada uno de los pozos con agua y se dejaron secar, después se
contd el numero de PFU en cada pozo para determinar el titulo viral en
PFU/ml.
= El titulo del concentrado que se esta evaluando sera igual al numero de
PFU contadas en la mayor dilucidn a la cual se logran observar placas de

lisis.

5.4 Determinacidon de la multiplicidad de infeccion (MOI) y condiciones generales de
infeccion

1. Se partio de un cultivo de 24 h de células Vero en placa de 12 pozos con 2.5x10°

células por pozo.

2. Se hicieron diluciones seriadas del concentrado viral de VHS-1 (KOS) en medio
aDMEM al 2 % SBF en frio. Hasta obtener diferentes valores de MOI: 0.04, 0.03,
0.02, 0.015, 0.01, 0.005. Para calcular la MOI se utilizé la siguiente férmula:

MOI= (PFU)(Volumen de Infeccién)

# de células a infectar

*Ver Anexos con ejemplo de calculos.

3. Después, se infectaron las células con 0.8 ml de solucién viral por pozo.
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4. Seincubd durante 1 h a 37 °C en agitacion a 60rpm para permitir la infeccidn viral y
una mayor superficie de contacto de las particulas virales con las células en el pozo.

5. Seincubé 5ha37°y5%CO, sin agitacidon, para permitir la internalizacién del
péptido AB por parte de las células Vero (Total de horas de infeccidn: 6 horas).

6. Después de las 6 horas de incubacion se retird la solucidn viral y se hizo un lavado
con PBS (hasta este paso se consideré como condiciones generales de infeccion,
para posteriores menciones en otros protocolos)

7. Debido a que se determinaron las PFU por pozo: se adicioné Medio aDMEM con
lgG al 0.32 % eincubda37°Cy5%CO, durante 48 horas.

8. Después se retird el medio y se realizd la tincidn con el colorante Giemsa para
contar el numero de PFU en cada pozo. Se selecciond la MOI que nos permitid
contar aproximadamente 100 PFU por pozo y con ella se llevaron a cabo las

infecciones posteriores.
5.5  Solubilizacién y oligomerizacion del péptido beta amiloide (AB)
5.5.1 Solubilizacién del péptido AB

1. En campana de flujo laminar, a un vial con 1 mg del péptido liofilizado, se le
adiciono con jeringa de insulina 200 ul de NaOH 2 mM.

2. Se sonico en bafio de agua durante 20 minutos. Después se adicionaron 800 ul de
agua milliQ.

3. Se cuantificé la concentracidn final del péptido utilizando un espectofotémetroy a
una longitud de onda de 280 nm.

4. Finalmente se hicieron alicuotas de 100 wl en tubos Eppendorf de 0.2 ml; se

etiquetaron y almacenaron a -20 °C hasta su uso.
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5.5.2 Oligomerizacion del péptido AB

1.

5.6

10.

Se colocd en un tubo Eppendorf la cantidad necesaria de péptido a utilizar para los
ensayos posteriores, calculando una concentracion final de 5 uM en los pozos de
las placas de cultivo.

Se incubaron a 37 °C a 60 rpm durante 48 h. Pasado este tiempo se almacenaron a

-20 °C hasta su uso.

Ensayo de citotoxicidad del péptido AB en células Vero

Se sembraron 7,000 células Vero por pozo en placas de 96 pozos y se les
adicionaron 150 pl de medio DMEM advanced al 2% de SBF.

Se incubaron durante 24 ha 37°Cy 5 % CO,.

Después,, se retird el medio de cultivo y se adicionaron 200 ul medio con o sin
péptido AP a una concentracion final de 5 uM y de forma independiente NaOH 2
mM, albimina 10 uM, DMSO 8 %. Esto se realiz6 por triplicado.

Se incubd durante 24 ha37°Cy 5 % CO,.

Después, se retiré el medio de cultivo y se adicionaron 100 pl de medio DMEM
advanced al 2% de SBF con 10 pul del reactivo de azul alamar (proporcién 1:10).

Se incubd durante 3 h a 37 °C y 5% CO; hasta que se observd un viraje en el color
de un azul a un rosa intenso.

Se realizo la lectura de Absorbanciaa A 570y 600 nm.

El blanco de la reaccién fue medio sin azul alamar.

Se graficaron los resultados obtenidos en Excel y en la grafica se colocé en el eje de
las x (abscisas) el compuesto a evaluar y en el eje de las y (ordenadas) el
porcentaje de viabilidad en una escala de 1 a 100 %.

Un valor por encima de 80 % es aceptable e indica que el compuesto no

compromete la viabilidad celular y puede ser utilizado en experimentos posteriores.

61




Estudio del efecto del péptido beta amiloide (AB) sobre la infeccion causada por
el virus del Herpes Simplex tipo 1

5.7 Infeccidn de células vero con VHS-1 (KOS) y péptido beta amiloide

1. Se realizaron diluciones seriadas del concentrado viral en medio de cultivo, a la
dilucién con MOI 0.01, se le adiciond el volumen necesario de péptido AB para
tenerlo a una concentracion final de 5 uM por pozo.

2. Se incubaron a 37 °C las soluciones virales con el péptido y los respectivos
controles: VHS-1 en medio y péptido sin VHS-1 en medio aDMEM.

3. Posteriormente, se infectaron 2.5x10° células Vero por pozo en placas de 12 pozos

con 0.8 ml de solucién viral a una MOI de 0.01 (ver Figura 19).

VHS-1 \/ VHS-1
{ | VHs-1 ABx | ABy
Oh BTN -
VHS-1 \/ VHS-1
AB VHS-1 AB, |  AB,
Oh 0h ~ 48h
VHS-1 \/ VHS-1
AB x VHS-1 ABy | ABy

\_ 48h )

Figura 19.- Esquema de distribucién de diluciones virales en placas de 12 pozos

con células Vero, con y sin péptido AB, controles de infeccidon y de péptido.
4. Las placas se incubaron 1 h a 37 °C en agitacion a 60rpmy 5h a37°Cy5 % CO; sin

agitacion.

5. Después, se realizd un lavado con PBS y se incubaron 48 ha37°Cy 5 % CO,.
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5.8

6.

7.

Extraccion de ARN por el método de TRIzol®

Después de infectar 2.5x10° células Vero por pozo en placas de 12 pozos con 0.8 ml
de solucion viral a una MOI de 0.01 seguin condiciones generales de infeccion antes
mencionadas.
Se incubaron durante 48 ha 37°Cy 5 % CO,.
Se retiré mediante aspiracion el medio de cultivo de cada pozo sin hacer lavado con
PBS.
Fase de Homogenizacion:
= Se adicionaron 350 pl de TRIzol a cada pozo, para lisar las células, esto se
realizé a 4 °C.
Fase de separacion:
= Seincubaron durante 5 min a TA y después se transfirié la mezcla de TRIzol
a un tubo Eppendorf de 2 ml.
= Se adicionaron 40 pul de cloroformo frio por cada 200ul de TRIzol empleados,
en éste caso 70 ul por pozo. Se mezcld por inversidon durante 15 seg.
= Seincubd el tubo en hielo durante 2 a 3 min.
= Se centrifugd a 13,000 rpm durante 15 min a 4 °C.
Fase de precipitacion:
= Después, se recuperd sélo la fase acuosa y se adicionaron 250 ul de
isopropanol
= Seincubaron a-80 °C toda la noche o 1 hora.
= Después, se centrifugd a 13,000 rpm durante 15 min a 4 °C.
Fase de lavado:
= Posteriormente, se retird el sobrenadante y se lavd la pastilla con 1 ml de
etanol y se mezcld con vortex.

= Se centrifugd a 13,000 rpm durante 15 min a 4 °C.

63




Estudio del efecto del péptido beta amiloide (AB) sobre la infeccion causada por
el virus del Herpes Simplex tipo 1

8. Fase de resuspension:

= Se retird el etanol sin tocar la pastilla. Se centrifugd durante 2 segundos a
TA y para eliminar los restos de etanol en el tubo, se utilizdé una puntilla de

10 pl.
= Finalmente, se resuspendid la pastilla en 19 pl de agua DEPC con 1 ul de

ARNse OUT (inhibidor de ARNsas)
5.9 Retrotranscripcion mediante M-MLV (RT-PCR M-MLV)

1. Enun tubo Eppendorf de 0.6 ml se mezclaron los siguientes reactivos (1x):

TABLA 4
Reactivos mezcla 1 para RT-PCR MMLV

Reactivos Volumen
Random primer 1l
ARN [x] 5ul
Agua DEPC C.b.p. 11.5 pl
Vol. Final 11.5 pl

2. Se dejé incubar 10 min a 72 °C en termociclador.
3. Se pausé el termociclador, se enfriaron los tubos a 4 °C en hielo 3 minutos (No

exceder tiempo)
4. Se agregaron 8.5 pl de la mezcla 2 (1x)
TABLA S
Reactivos mezcla 2 para RT-PCR MMLV

Reactivos Volumen
Buffer 5x 4l
DTT 2 pl
ARNse out 0.5 ul
DNTP’s 1 pl
MMLV 1 pl
Volumen Final 8.5 ul

64




Estudio del efecto del péptido beta amiloide (AB) sobre la infeccion causada por
el virus del Herpes Simplex tipo 1

5. Se programé el termociclador con las siguientes condiciones:

TABLA 6
Condiciones de RT-PCR
Tiempo Temperatura
1 10 min 25°C
2 1 hora 37°C
3 5 min 94 °C
4 10 min 4°C

5.10 PCR entiempo real:
5.10.1 Gen ARNr 18S
1. Enun tubo Eppendorf de 0.6 ml se agregaron los siguientes reactivos en éste orden:

TABLA 7
Reactivos para preparar mezcla para gqPCR para

amplificar ARNr 18S

Reactivos Volumen
Master mix 2x 10 ul
Agua DEPC estéril | c.b.p. 20l
Ensayo* 20x 1 pl
CADN** 250 ng/rx
Vol. Final 20 ul

*Ensayo: Contiene los iniciadores y la sonda fluorescente; la sonda tiene como
reportero el fluoréforo VIC y como inhibidor MGB. Debido a que es sensible a la luz, se

trabajo en oscuridad.
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2. Después en tubos para gPCR (0.2 ml) se adiciond la mezcla anterior y por ultimo el
volumen de ADNc para tener 250 ng en cada tubo**. El blanco fue un tubo que en
lugar de ADNCc se le adiciond Agua milliQ. El volumen final fue de 20 ul por tubo.

3. Se programo el termociclador con las siguientes condiciones:

TABLA 8
Condiciones generales para qPCR

Tiempo Temperatura | Ciclos
1 2 min 50 °C
2 10 min 95°C
3 15 seg 95 °C
40
4 1 min 60 °C

5.10.2 Gen UL5:

1. Enun tubo Eppendorf de 0.6 ml se agregaron los siguientes reactivos en éste orden:

TABLA 9
Reactivos para qPCR del gen UL5

Reactivos Volumen
Sybr GreenER
10 ul
gPCR SuperMix 2x
Forward 10 uM 0.4 ul
Reverse 10 uM 0.4 ul

Agua DEPC estéril | c.b.p. 20l

ADNc +100ng/rx 250 ng/rx

Vol. Final 20 ul
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2. Después en tubos para gPCR (0.2 ml) se adiciond la mezcla anterior y por ultimo el
volumen de ADNc para tener 250ng en cada tubo. El blanco fue un tubo que en lugar
de ADNCc se le adicion6 Agua milliQ. El volumen final fue de 20 pul por tubo.

3. Se programod termociclador con las mismas condiciones antes mencionadas para
gPCR de ARNr 18S. Sdlo se indicé en el programa que se usé Syber Green y se debia

obtener también la curva de disociacion.

5.11 Extraccion y cuantificacion de proteinas totales
5.11.1 Extraccion de proteinas totales

De una placa de 12 pozos infectada durante 6 o 48 horas:

Se retird todo el medio de cultivo con micropipeta (almacenar) y se colocé la placa sobre

hielo.
1. Se afiadieron 75 pl de la solucién de raspado (PBS/EDTA) a cada pozo.

2. Con un raspador de goma se realizd el raspado de arriba hacia abajo aplicando
presidn sélo en una direccidn (al regresar el raspador, no se raspd de abajo hacia
arriba), por ultimo, se rasparon las orillas de la caja (se rotd la caja de 3-4 veces

90°).
3. Se repitio el proceso girando 90 °.

4. Con una micropipeta se recuperé la suspension de células y se colocé en un tubo

Eppendorf de 1.5 ml, dejando el tubo en hielo.

5. Se adicionaron 50 pl de la solucién de raspado para realizar el ultimo raspado del

pozo.
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6. Se pasd la suspensién al tubo del paso 5. Se centrifugd durante dos segundos a
14,000 rpm. Después se desechd todo el sobrenadante con micropipeta y se

centrifugd durante dos segundos mas, y se retird el sobrenadante que quedoé.

7. Se agreg6 10 ul de Buffer de lisis y se mezclé por inversion (vértex hasta disolver la

pastilla de células).
8. Seincubd en hielo durante 20 minutos.
9. Posteriormente, se centrifugd a 13,000 rpm por 5 minutos a 4 °C.

10. Se retird el sobrenadante y se pasé a un tubo nuevo (aqui es donde se encuentran

las proteinas).

11. Finalmente, el tubo con proteinas se almacend a -20 °C.

5.11.2 Cuantificacion de proteinas por método de Bradford

1. Primero, se elaboré una curva de calibracién para cuantificacion de proteinas por
método de Bradford (ver Anexos).

2. En una placa de 96 pozos, se adicionaron 159 ul de agua destilada, 1 ul de la muestra
de proteinas y 40 ul del reactivo de Bradford por pozo.

3. Se cuantificd la absorbancia a A 600 nm.

4. A partir de la ecuacién obtenida en la curva de calibracion, se calculd la concentracidn
de proteinas de cada tubo.

5. Si la absorbancia excedia el valor de la dilucién con mayor concentracion, se hicieron

diluciones 1:3 en agua destilada y se cuantificé de nuevo la concentracion.
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5.12 SDS-PAGE y electrotransferencia en condiciones humedas
5.12.1 Electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE)

1. Se prepararon mini geles de poliacrilamida al 12% de un grosor de 1mm (ver anexos).

2. Se adiciond en cada pozo del gel 30 ng/ul de proteinas con % de volumen de buffer de
muestra.

3. Serealizé el corrimiento electroforético del gel a 60 V durante 30 min y después a 90 V

durante 1 h 20 min.

5.12.2 Electrotransferencia en condiciones humedas

1. Se recorté la membrana Hybond-P PVDF (General Electric) con dimensiones 6 cm
ancho x 8 cm de largo y se sumergié en Metanol al 100% 5 min.

2. Se lavé la membrana con agua milliQ 5 min y se equilibré con buffer de transferencia.
Se humedecieron 2 piezas de papel filtro y 2 esponjas en una charola grande.

3. Después de la electroforesis se retird el gel de la cdmara de electroforesis y se
desecho el gel concentrador.

4. Se colocé sobre el gel una pieza de papel filtro, después la membrana activada sobre
el gel y sobre ésta 2 piezas de papel filtro.

5. Se colocaron en forma de sandwich de tal forma que la membrana quedara de cara al
lado claro (Ver anexos).

6. Latransferencia se llevd a cabo durante 1 ha 100V a4 °C y en agitacion.

7. Finalmente, se lavé la membrana con PBS 1x con 0.5% de Tritdn X-100 durante 5

minutos.
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5.13 Ensayo de Western blot

1. Se incubd la membrana con las proteinas en buffer de bloqueo a 4 °C durante toda la
noche en agitacion.

2. Después, se realizaron 3 lavados con PBS 1x con 0.5% de Tritdn x-100 durante 5
minutos por cada lavado, a temperatura ambiente en agitacion.

3. Se incubd la membrana con el Anticuerpo primario (IgG de conejo anti AP;s.3s)
durante 2 horas a 4 °C en agitacion.

4. Se lavo la membrana 3 veces con PBS 1x con 0.5% de Triton x-100 durante 5 minutos
por cada lavado a TA en agitacion.

5. Posteriormente la membrana se incubd con el Anticuerpo secundario (Anti IgG de
conejo conjugado con HRP) durante 2 horas a 4 °C en agitacidn.

6. La membrana se lavé 3 veces con PBS 1x con 0.5% de Tritdn x-100 durante 10 minutos
por cada lavado a TA en agitacion.

7. Por dultimo, se llevé a cabo el ensayo de quimioluminiscencia (ECL: Enchanced
Chemiluminescence):

= Primero se seco el excedente de PBS y se humedecid la membrana en la
soluciones de luminol para revelar.

»  Se mezclé durante 2 min y se reveld en el ChemiDoc ™ (Bio-Rad).
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CAPITULO VI
RESULTADOS

6.1 Cultivo de células Vero y titulacidn de la particula viral de referencia VHS-1 (KOS)

mediante ensayo de unidades formadoras de placa (PFU)

Las células Vero sin infectar e infectadas con la cepa de referencia de VHS-1 (cepa KOS) se
observaron a diferentes tiempos post infeccidon 0, 6 y 48 horas, para identificar

cambios en la morfologia.

Las células sin infeccion mantuvieron su morfologia epitelial, es decir, alargadas ya que el
medio de cultivo no contenia particulas virales (PV). A diferencia de las células que
fueron infectadas, éstas se observaron redondas, demostrando un evidente dafio
debido a la infeccion por VHS-1, denominado efecto citopatico. El cambio
morfoldgico no se observé a las 0 h, pero a las 6 h p.i., el cambio era evidente,

debido a que las células se observaron redondas.

Posteriormente, a las 48 h se observé la lisis celular, evidenciada por la ausencia de células
adheridas a la base de las placas de cultivo, las cuales se lisaron y dieron paso a lo
gue se denomina placa de lisis celular. Esta es delimitada gracias al uso de la
presencia de un anticuerpo no especifico, como es la IgG en el medio de cultivo, el
cual evita la diseminacion de la PV permitiendo delimitar los focos de lisis en la

monocapa celular.

A continuacidn se presentan fotografias de las células infectadas y sin infectar, a los tres

diferentes tiempos antes mencionados (0,6 y 48 h p.i.) las células se observaron al

microscopio invertido a un aumento de 10x (Figura 20).
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VHS-1 (-) VHS-1 (+)

0 horas

48 horas

Figura 20. Células Vero con y sin infeccion por VHS-1 (cepa KOS) a 0, 6 y 48 horas p.i.

2.5x10’ células/pozo. Aumento 10x.

La titulacién del concentrado viral se realizd en placas de 6 pozos, infectando 5x10°
células/pozo e incubando durante 4 dias. A continuacidon se muestra una imagen
de la placa teiiida con Giemsa donde en el control negativo (sin VHS-1) no se
observan placas de lisis, en la dilucién viral 10” hubo lisis total de las células, en la
10° el numero de PFU fue incontable y en la dilucién 10 se observaron 7 placas

de lisis, lo que determina el titulo viral del concentrado de VHS-1 (Figura 21).
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Figura 21.- Titulacion viral del concentrado de VHS-1 (KOS) mediante PFU. Placa de
6 pozos con células Vero, tefiida con Giemsa 48 horas p.i., sélo se pueden contar PFU

hasta el pozo de la dilucién nimero 8 (10®)

El titulo del concentrado viral fue 7x10% PFU/ml, ya que se contaron 7 PFU en el pozo de la
dilucién nimero 8 (10®) y se infecté con 1 ml de solucidn viral. Se obtuvieron 64
crioviales con 0.6ml de medio con particulas virales, las cuales se almacenaron a

-80 °C.

No se muestra la placa con los resultados de las diluciones 10™ a la dilucién 10™* debido a
que la lisis de las células fue total, tal como se observa en la figura 18 en el pozo

con la dilucién 10™.
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6.2 Determinacion de la multiplicidad de infeccion (MOI) y condiciones generales de

infeccion

La MOI a la que se infectaron las células se determind en placas de 12 pozos con
2.5x10° células Vero/pozo mediante ensayo de placas liticas, se incubé durante
6 horas sin péptido AB (1ha37°Ca60rpmy5ha37°y5%C0O,)y después

de 48 horas de infeccidn se realizé la tincidn con Giemsa y el conteo del nimero

de PFU por pozo.

81 PFU 98 PFU 108 PFU

Figura 22. Resultados del ensayo de PFU para determinar la MOI. Placas de 12 pozos con
2.5x10° células Vero/pozo. Se utilizaron diferentes valores de MOI, desde 0.005 hasta 0.04.
Tincidn con Giemsa 48 horas p.i.

Debido a los resultados obtenidos en la infeccion (sin el péptido AB) , se optd por utilizar 1
hora de infeccién con agitaciéon (60 rpm) y 5 horas sin agitacion para evitar el
desprendimiento de la monocapa de células Vero. Las 5 h sin agitacién se
establecieron para permitir la interaccidn de los péptidos AB con las células; en las
infecciones posteriores, si se utilizé el péptido AB. Con respecto al nimero de PFU

gue se contaron por pozo dependiendo de la MOI utilizada para infectar las células,
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se considerd a 0.01 como la MOI éptima para permitir contar aproximadamente
100 PFU/pozo.

6.3 Ensayo de citotoxicidad del péptido AB en células Vero

Después de reconstituir los distintos péptidos AB se realizaron ensayos de citotoxicidad en
células Vero, para asegurar que el efecto citotdxico en experimentos posteriores,
tales como la lisis celular, fuera debido a la infeccidn por VHS-1 y no a la presencia

del péptido.

En la siguiente grafica se muestran los resultados que se obtuvieron con los péptidos
oligomerizados y sin oligomerizar a una concentracion de 5 uM, después de 24
horas de exposicidon a células Vero. Utilizando como blanco (sin AB), medio DMEM
advanced 2% SBF. Se observa que ninguno de los péptidos afecta la viabilidad

celular, ya que ningln valor de porcentaje de viabilidad fue menor al 80%.

Ensayo de Citotoxicidad de los péptidos AB en células VERO

100 98.34
100 - e . 91.25 i 90.64

= ]

88.61

= =

% de Viabilidad

20

0

. Sin
Péptido AB AB AB35_25 ABZS-35 AB1-40

Sin
Oligomerizar

Oligomerizado _ + ~ + - +

Figura 23.- Resultados de los ensayos de citotoxicidad de los péptidos AP oligomerizados y sin
oligomerizar sobre células Vero. Se utilizé el reactivo azul alamar para medir viabilidad celular. El
tratamiento fue de 24 horas y se utilizaron los péptidos a una concentracion final de 5 uM en placa de

96 pozos con 7x10° células/pozo.
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6.4 Infeccion de células Vero con VHS-1(KOS) y péptido beta amiloide.

Después de realizar las infecciones de placas de 12 pozos con VHS-1 y los distintos

péptidos se realizaron ensayos de PFU, gPCR y WB.

6.4.1 Ensayo de formacion de placas liticas o unidades formadoras de placa

(PFU)
VHS-1 (+)
Sin Oligomerizado
VHS-1 (-
() oligomerizar 48 horas

64.4%+1.6 | |39.7%+3.8
- AP (25.35)

5uM

59.8% +1.9 65.8 % 0.79 | | % Reduccion

Figura 24.- Resultados del ensayo de formaciéon de placas liticas (PFU) utilizando los
diferentes péptidos AP oligomerizados y sin oligomerizar. Se muestra el porcentaje de

reduccidn en el numero de PFU con respecto al control de infeccidn sin péptido.
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Analizando los resultados del numero de PFU contadas por cada pozo mediante la prueba
estadistica t de student (p<0.05), se observa que la reduccién en el nimero de PFU
con los tres péptidos oligomerizados y sin oligomerizar presentan diferencia

significativa comparado con los pozos que se infectaron con VHS-1 sin péptido Ap.

Los resultados del ensayo de PFU se muestran en las siguientes graficas, en la primera se
representa el porcentaje en el nimero de PFU por pozo con respecto al control de

infeccidn sin péptido AB:

Ensayo de Formacion de Placas liticas

120
100 100 100 *
100 + 86.76
= * EAB 35-25
o x 74.77
S 80
T 60.25 OAB 25-35
- 60 * % *
©
€ 0.17 ko B AB 1-40
§ a0 35.59 4.19
<)
Q.
20
0
VHS-1 VHS-1 + AB Sin VHS-1 + AB
oligomerizar Oligomerizado

Figura 25.- Grafica del porcentaje de PFU de los péptidos ABss.25, AB2s3syY AB1.40 cOmparado con el
control de infeccion sin péptido (al cual le corresponde el 100% de PFU contadas por pozo).
*Diferencia estadisticamente significativa; ** Mayor diferencia estadisticamente significativa. Prueba t
de student (p<0.05).
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En la siguiente grafica se representan los resultados del nimero de PFU pero en

porcentaje de reduccién ocasionado por cada uno de los péptidos AB en su estado

oligomerizado y sin oligomerizar a una concentracion final de 5 uM comparado con

su respectivo control de infeccién sin péptido (no se muestra en la grafica):

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Porcentaje de Reduccion

Reduccion en el Numero de PFU

%k %k

ot 59.83

13.24

VHS-1 + AB Sin oligomerizar

* %
65.81

39.75 *

25.23

VHS-1 + AB Oligomerizado

OAB 35-25
(anti
sentido)

OAB 25-35

B AB 1-40

Figura 26.- Grafica del porcentaje de reduccion en el nimero de PFU de los péptidos ABss.zs,

AB2s.35 Y AB1.40 oligomerizados y sin oligomerizar. *Diferencia estadisticamente significativa;

** Mayor diferencia estadisticamente significativa. Prueba t de student (p<0.05).

La diferencia del porcentaje de reducciéon de niumero de PFU es estadisticamente

significativa con las tres isoformas del péptidos AB (t de student, p<005).
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6.4.2 PCR en tiempo real para genes ARNr 18S y UL5

Después de 48 horas de incubacion, se extrajo ARN de las células, se realizé RT-PCR y PCR
en tiempo real para amplificar los genes ARNr 18S y UL5, los resultados se

analizaron utilizando la cuantificacién relativa por el método de 22":

qPCR gen UL5 de VHS-1

1.2
11

[EJAB 35-25 (anti sentido)

0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3 1
0.2 1
0.1
0 — —r— —

VHS-1 VHS-1 + AB Sin VHS-1 + AB

oligomerizar Oligomerizado

0JAB 25-35

WAB 1-40

AACT

Figura 27.- Grafica de resultados de PCR en tiempo real para el gen UL5 de VHS-1, en muestras de
células Vero infectadas con VHS-1, con y sin péptido AB oligomerizado y sin oligomerizar. *Diferencia
estadisticamente significativa; ** Mayor diferencia estadisticamente significativa. Prueba t de student
(p<0.05).

Como se observa en la gréfica, los tres péptidos disminuyeron la expresion del gen UL5. El
andlisis de los resultados por medio de la prueba estadistica t de student (valor de
p< 0.05) nos indica que la expresion del gen UL5 en VHS-1 comparada con los
péptidos ABss.os oligomerizado (p=0.0017**) y sin oligomerizar (p=0.002); AB2s.35
oligomerizado (p=0.019) y sin oligomerizar (p=0.024) y APi40 oligomerizado
(p=0.001**) y sin oligomerizar (p=0.002) presenta diferencias estadisticamente
significativas. Comparando cada uno los péptidos entre ellos segin su estado de
oligomerizacion, sélo el péptido APi4o presenta una diferencia significativa

(p=0.015).
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6.4.3 Ensayo de Western blot

Después de 48 h p.i.,, con y sin el péptido, oligomerizado y sin oligomerizar, se realizd
extraccién de proteinas tanto del sobrenadante como del lisado de células Vero.
Las proteinas totales se analizaron mediante inmunoelectrotransferencia, previo
corrimiento electroforético en gel de poliacrilamida al 12% en condiciones
desnaturalizantes. Las proteinas se electrotransfirieron a membranas de PVDF y se
incubéd con un primer anticuerpo IgG Anti AB,s3s de conejo y un segundo
anticuerpo, Anti IgG de conejo conjugado con peroxidasa. Los resultados obtenidos
después de revelar mediante quimioluminiscencia se muestran en la siguiente

figura.

Se realizd extraccidon de proteinas totales de células y sobrenadantes a 6 y 48 horas p.i.,
con el VHS-1, los WB de las muestras extraidas correspondientes a cada péptido AB

son los siguientes:

AB e AL WL Gl . 6h p..
35-23 s ~ 48h p.i.
_ — — — 6h p.i.
AB 25-35 : ; . .
o L — — 48 h p.i.
6 h p.i.
AB 1-40 g
Células VERO + - + - + - + -
Sobrenadante - + - + 5 + o
Péptido - - - - + + +
Oligomerizado
VHS-1 - - + + 5 = + +

Figura 28.- Western Blot de lisado celular y sobrenadantes después de 6 y 48 horas de infeccion con

VHS-1y cada uno de los péptidos AB.
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Ademads se realiz6 WB de controles de infeccién y de péptido AR, los resultados se

muestran a continuacion:

VERO + AB

VERO VHS-1

Controles

Figura 29.- Resultados de Western blot de los controles de infeccidn y de péptido AB. Membrana de

PVDF revelada por quimioluminiscencia utilizando como anticuerpo primario 1gG anti AB,s.35 de conejo
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CAPITULO VII
DISCUSIONES

Varios factores de riesgo ambiental se han tomado en cuenta para contribuir al
padecimiento de la Enfermedad de Alzheimer (EA), incluyendo metales pesados
como el zinc (Bush, Pettingell et al. 1994), eventos traumaticos como lesiones en la
cabeza (Mayeux, Ottman et al. 1993, Fleminger, Oliver et al. 2003), y agentes

infecciosos convencionales y no convencionales (Haase, Lewis et al. 1986).

La vinculacion de un agente viral con la patogénesis de la EA puede ser dificil debido a la
incertidumbre que se presenta al tratar de establecer el momento exacto en el
tiempo cuando un agente infeccioso puede estar implicado. Un virus puede actuar
durante las primeras etapas del proceso de la enfermedad o bien su participacidn

puede ser evidente durante las etapas terminales (Cribbs, Azizeh et al. 2000).

Diversos agentes infecciosos, y virus en particular, se han propuesto como posibles causas
de la enfermedad de Alzheimer. El Virus del Herpes simplex tipo 1 (VHS-1) es uno
de los candidatos mas fuertes debido a que es neurotrdpico, ubicuo en la
poblacion general, y es capaz de establecer latencia durante toda la vida en el

huésped (ltzhaki and Wozniak 2008).

La evidencia del papel de VHS-1 en la enfermedad de Alzheimer es polémica pero los
argumentos a favor surgen debido a su presencia en las regiones del cerebro
afectadas por la enfermedad de Alzheimer (ltzhaki 2004). La reactivacion periddica
del VHS da lugar a la produccion de virus infeccioso a partir de las neuronas
infectadas de forma latente con o sin la aparicidn de los sintomas clinicos, o a la
formacion de la lesidn por herpes (Posavad, Koelle et al. 1998). Previamente se ha

demostrado que el virus del herpes se puede reactivar en neuronas "estresadas"
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(Blondeau, Aoki et al. 1993), y una situacion similar puede existir en el cerebro de
pacientes con EA.

En el presente proyecto se utilizé un modelo de infeccion litica de VHS-1, utilizando células
Vero. Este virus presenta dos ciclos de replicacién (un litico y otro de latencia) y a
pesar de que la forma en que el virus se encuentra con los péptidos en el cerebro
es mientras éste se encuentra en estado latente, es importante establecer la
relacion que el péptido pudiera tener en un modelo in vitro de infeccidn litica, ya
gue solo éste permite evaluar el efecto, debido a que el virus al llevar el ciclo
completo de replicacién ocasiona la lisis de las células y esto puede evaluarse

mediante ensayos de formacion de placas liticas.

Por ello, el primer ensayo para observar el efecto del las isoformas del péptido fue el
ensayo de formacién de placas liticas (PFU). Se traté de evaluar la actividad
biolégica donde una unidad de PFU equivale a una PV infecciosa, donde una PV
infecta la monocapa y a las células vecinas generando una placa de lisis o PFU
(Patrick R. Murray 2009); asi es como se evalud el efecto sobre la replicacion viral.
Este ensayo ha sido utilizado por Lukiw et al.,, en 2010 para evaluar el efecto del
péptido ABi.4; sobre la infeccidon causada por VHS-1 en células CV-1 (fibroblastos
de rifidn de mono verde africano), observando una disminucién en el numero de
PFU al adicionar el péptido a soluciones virales con VHS-1 y después infectar las
células, utilizaron el péptido a dos concentraciones, las cuales fueron 5y 100 puM.
Observaron que el efecto era similar al utilizar el antiviral cldsico, Aciclovir, por ello
sugirieron una actividad de atenuacion viral por parte del péptido (Lukiw, Cui et al.
2010). Nuestros resultados utilizando los péptidos ABiao ABzs3s Y ABss.as,
oligomerizados durante 48 horas y sin oligomerizar; también muestran un efecto
tal como el observado por Lukiw et al. Utilizando el péptido a una concentracion de
5 UM, se observé una reduccién en el nimero de PFU de 64.4% + 1.6 (péptido sin

oligomerizar) y 39.7% + 3.8 (oligomerizado) para el péptido ABsss; 13.2 % + 1.5
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(sin oligomerizar) y 25.3% 1.5 (oligomerizado) utilizando el péptido ABjs3s y
59.8% +1.9 (sin oligomerizar) 65.8% = 0.79 (oligomerizado) con el péptido AB1.40.
Demostrando que las tres isoformas del péptido AR disminuyen la generacién de
particulas virales infecciosas, pero nosotros observamos que lo hacen en diferente
porcentaje, segun el péptido y asi como el estado del mismo, ya sea oligomerizado
o sin oligomerizar, algo que no fue observado por Lukiw et al., debido a que ellos

utilizaron el péptido sin oligomerizar.

Mediante los ensayos de PFU se demostré que la presencia de las isoformas del péptido
AB, ocasionan una disminucién en el numero de particulas virales (PV) infectivas,
algo importante en el caso de VHS-1, ya que éste virus genera PV no infecciosas

con respecto a PV infecciosas en una relacion 20:1 (Gibson 1996).

Dentro de las posibles explicaciones del efecto de atenuacion viral que expone Lukiw et al.,
utilizando la linea celular HNG (células neuronal-gliales humanas), se encuentran
que los aminoacidos de los péptidos AB (AB1.42) son intensamente hidrofobos y
pueden simplemente adsorber a VHS-1, y por lo tanto, secuestrar a la particula
viral, para efectivamente "inmovilizar" al virus, o bien el péptido puede destruir el
virus a través de efectos de desestabilizacién de la membrana. También que éste
péptido soluble (AB1.42) podria adsorberse en la superficie de las células HNG he
inhibir a la glicoproteina viral que media la unién y entrada, o puede ser una
combinacion de ambos eventos biofisicos (Lukiw, Cui et al. 2010). Nosotros no
podemos sugerir una actividad de ese tipo por parte de las isoformas probadas en
este proyecto, debido a que no se realizaron ensayos para evaluar la localizacién

del virus después de la hora de incubacidn con el péptido Ap.

Ademads existe la posibilidad de que las adaptaciones evolutivas, de inmunidad innata o

inflamatorias, e incorporadas por las células del cerebro humano para evadir con
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éxito el ataque por parte del VHS-1, en parte a través de la regulacion del péptido
AB1.42, también podria desencadenar procesos que conducen a las enfermedades

cronicas neurodegenerativas (Lukiw, Cui et al. 2010).

Para establecer las condiciones generales de infeccidn en los ensayos, se tomé en cuenta
gue la agitaciéon del péptido durante las 48 horas, modifica su conformacién
espacial, y por ende, era necesario definir el tiempo que se permitiria el contacto
del péptido con las células Vero. Hasta la fecha no encontramos reportes del
tiempo que se requiere para que ésta linea celular internalice el péptido. El Unico
reporte que relaciona el tiempo de internalizaciéon del péptido y su grado de
agregacion, debido a que utilizan un modelo de endocitosis, es el publicado por
Bateman y Chakrabartty en el 2011, en el cudl utilizan las células PC12
(feocrocitoma adrenal de rata) y los péptidos ABi4o Y APi42 oligomerizados a
diferentes tiempos (3, 24 y 90 h), ellos realizaron incubaciones de los péptidos
durante 1, 6 y 24 horas, posteriormente evaluaron el porcentaje de péptido
internalizado. Ellos observaron que el 90 % del péptido AB1.4 (oligomerizado 24 h)
es internalizado durante las primeras 6 horas de incubacidn; también reportan que
oligdmeros de 90 h no son internalizados con la misma eficiencia. Esto demuestra
gue el tiempo de exposicion y el grado de agregacidn del péptido es determinante
para la internalizacion del péptido (Bateman and Chakrabartty 2011), en nuestros
experimentos teniamos la limitante de la cantidad de las isoformas del péptido,

por ello decidimos sélo utilizar un tiempo de oligomerizacion, que fue de 48 horas.

Por lo anterior, se establecid que el tiempo de incubacion del péptido con las células Vero
y VHS-1 seria de 6 horas, de las cuales, 1 hora fue a 37 °C con agitacién (60 rpm)
para facilitar una distribucion homogénea de las PV, y 5 horas a 37 °C con 5% CO,
sin agitacion, para permitir la entrada del péptido a las células, lo cual sélo

podiamos suponer al inicio del ensayo.
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De acuerdo a nuestros resultados del ensayo de WB en sobrenadante y lisado de células,
después de 6 y 48 horas de infeccidn, los 3 péptidos se encontraron presentes en
el lisado celular; demostrandose que el péptido fue internalizado en algun
momento de las 6 horas de incubacion. En el caso de los ensayos realizados
después de 48 h de infeccion, los péptidos AB140 ¥ ABss.25 no fueron detectados en
el lisado celular o sobrenadante. Sélo en el caso del péptido ABs.35 se observé su
presencia en lisado celular después de 48 h, un resultado interesante considerando
que éste fragmento es considerado la seccidn mas neurotoxica del péptido AR y
gue es considerada la secuencia mas corta de péptido que retiene la actividad
bioldgica y que forma agregados insolubles (Millucci, Raggiaschi et al. 2009). Quiza
las propiedades antes mencionadas de éste fragmento, con respecto a los
agregados formados por el péptido, le confirieron una mayor resistencia a la
degradacion por parte de las células Vero, a diferencia de los péptidos ABi40 Y

ABss.25, los cuales no se pudieron detectar después de 48 horas de infeccion.

Es importante aclarar que en los ensayo de WB se utilizd un anticuerpo anti fragmento
ABs.35, Y que las bandas se deben a la deteccidn de la presencia del péptido y no a
una glicoproteina viral, ya que se ha demostrado que el péptido comparte un alto
grado de homologia con la glicoproteina gB de VHS-1 (Cribbs, Azizeh et al. 2000).
Los WB de los controles demuestran que tanto las células Vero, concentrado viral
de VHS-1, y células infectadas, no dan bandas positivas, descartando un falso
positivo; si se observan bandas en el caso del control de péptido, en donde se
utilizé el de mayor longitud el ABi.40 en su estado oligomerizado y sin oligomerizar.
Diversos estudios han demostrado que el péptido sintético de gB es
amiloidogénico in vitro y exhibe propiedades bioldgicas similares a las de AP

(Cribbs, Azizeh et al. 2000).
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Después, se realizé la evaluacion de los niveles de replicacion viral mediante gPCR para
detectar una region de 143pb del gen UL5 de VHS-1, gen indispensable para la
replicacion viral (Lehman and Boehmer 1999). Se realizo la extraccién de ARN total
de las células infectadas con y sin las isoformas del péptido AB. Después, se llevo
acabo una RT-PCR para obtener el DNAc y a partir de éste realizar los ensayos de
gPCR para el gen UL5. Los resultados de qPCR obtenidos se calcularon utilizando el

5% (cuantificacion relativa). Estos demuestran que la presencia de las

método de 2~
tres isoformas del péptido ocasionan una disminucién en los niveles de expresion
del gen UL5. En los fragmentos AB2s3s Y ABssas, no se observd diferencia en la
disminucion con respecto al estado de oligomerizacion de los mismos. Por otra
parte, en el caso del AB1.40 el péptido oligomerizado ocasiond una mayor reduccion
en la expresion del gen (diferencia aproximada de 10%, comparado con el péptido
sin oligomeizar), resultado que coincide con lo obtenido en el ensayo de PFU, en

donde el péptido oligomerizado ocasiond una disminucién mayor en el numero de

PFUs comparado con los respectivos controles.

Lukiw et al., también evaluaron el efecto del péptido mediante ensayos de qPCR de
lisados de células HNG, pero a diferencia de nuestro trabajo, ellos utilizaron el gen
de la ADN polimerasa viral, para corroborar la infeccién, ademas de medir carga
viral mediante un método de cuantificacién absoluta y asi demostrar que el
péptido afectaba directamente a la replicacién viral. Observaron que la presencia
del péptido no permitido la deteccién de ninguna copia del gen, resultado
observado también con el tratamiento con Aciclovir. Ellos utilizaron Aciclovir
debido al mecanismo de accién del mismo, ya que éste antiviral actua
directamente sobre la replicacidon del ADN viral, por lo tanto, deseaban comparar si
el efecto ocasionado por el péptido AB;.40 era igual que el observado con Aciclovir,
el cual sirvié como control positivo de inhibicion de la replicacidn viral (Lukiw, Cui

et al. 2010).
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La relacién del VHS-1 y la enfermedad de Alzheimer ha permitido considerar como una
alternativa de tratamiento a los antivirales, debido a los estudios que demuestran
gue el virus pudiera tener un papel importante en la aparicién de la enfermedad.
Wozniak et al., en el 2011, publica que el uso de antivirales ocasiona la reduccién
de las moléculas clave de la EA, Tau fosforilada y péptido AB. Demuestran que solo
la fosforilacion de Tau es dependiente de la replicacion viral, utiliza 3 antivirales
(Aciclovir, Penciclovir y Foscarnet) de los cuales los que mostraron un mejor efecto
antiviral fueron Aciclovir y Penciclovir. Ellos utilizaron virus recombinantes que
permitian evaluar la etapa del ciclo viral en donde se veia el mayor efecto y
demostraron que los genes inmediatos tempranos del virus no estan involucrados
en la generacién de dichas moléculas. Proponen el uso de antivirales como un
tratamiento para prevenir la reactivacién del virus en multiples ocasiones a lo largo
de la vida y como consecuencia, evitar la apariciéon de la EA. Estableciendo que el
blanco de las terapias debe ser el VHS-1 y no del péptido AB o la generacion de
dicho péptido, ademas de que los antivirales muestran como principal mecanismo
de accidn inhibir la transcripcién de genes virales tempranos y tardios (Wozniak,

Frost et al. 2011).
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CAPITULO VIII

CONCLUSIONES

* La presencia de las isoformas ABss.>s, AB2s3sY APi-4o oligomerizados a 48 horas y

sin oligomerizar disminuyen la infeccién del VHS-1 en células Vero.

* Existe diferencia en el efecto de las isoformas del péptido AB (AB3s2s, AB2s-3s Y
AB1.40) sobre la infeccidon ocasionada por VHS-1 en células Vero, en su estado sin

oligomerizar y oligomerizado (48 horas) a una concentracién de 5uM

* Llas tres isoformas del péptido AR (APsszs, AP2sas y APiao) en su estado
oligomerizado y sin oligomerizar fueron internalizados por las células Vero, en

presencia o ausencia de VHS-1, durante las seis horas de incubacién.

* Los péptidos APi4o (oligomerizado) y el péptido ABss.s (sin oligomerizar) a una
concentracion de 5uM, ocasionaron una mayor disminucion en la replicacion viral

del VHS-1 en células Vero.

* Los datos obtenidos al finalizar el presente proyecto, nos sugieren que el grado de
interferencia en la infeccién de VHS-1 en células Vero, por parte del péptido AB
depende de la longitud, secuencia y orden de los aminodcidos asi como de su

plegamiento en el espacio con respecto al tiempo.
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CAPITULO IX

PERSPECTIVAS

1. Permitir la interaccién del VHS-1 con los péptidos AB en diferentes etapas del ciclo

de replicacion viral, en la infeccién de células Vero.

2. Utilizar como control un péptido similar a los estudiados y que no tenga ninguna

relacidon con EA o AB.

3. Utilizar otros genes para evaluar el efecto del péptido sobre la infeccion, genes de
cada uno de los 3 grupos que se expresan durante el ciclo viral: inmediatos

tempranos, tempranos y tardios.

4. Determinar la localizacion del péptido AR en células infectadas por VHS-1 a
diferentes tiempos de exposicién para establecer el tiempo exacto en el que es

internalizado.

5. Ampliar los tiempos de oligomerizacion y de post infeccidn, para establecer
cinéticas de interaccidn entre cada una de las isoformas del péptido AB y el ciclo de

replicacidon del VHS-1 en células Vero.

6. Utilizar una linea de células neuronales para analizar si el efecto de atenuacién

viral también se presenta en éste tipo de células.
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CAPITULO XI

ANEXOS

11.1 GENERALIDADES DE CULTIVO CELULAR

Componentes para suplementar Medio DMEM Advanced al 2% SBF:

Componentes Volumen
Medio aDMEM 500 ml
Suero bovino fetal (SBF o FBS) 10 ml
Aminodcidos No esenciales 5ml
Antibidtico (Penicilina/estreptomicina) 5ml
L-Glutamina 5ml

Volumenes a manejar en Cultivo celular:

Tamano de botella PBS (lavados) ml Tripsina 1x, ml Medio (aDMEM) ml
25 cm’ 3 1 3
75 cm? 4 2 10
150 cm? 5-7 2.5 21

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

Linea Celular Vero
# de pasaje* p33 (pasaje #)
Fecha 170912 (dia-mes-aiio)

*madx. 55 pasajes después de descongelar un vial con células.

Cepa Viral VHS-1 (KOS)
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11.2 CALCULOS PARA MOI A PARTIR DE PFU:

Para calcular la MOl se utiliza la siguiente formula:

MOI= (PFU)(Volumen de Infeccidn)

# de células a infectar
Ejemplo de calculos:
= MOI:0.01
» Partiendo de un concentrado viral con un titulo de 7x10® PFU/ml
= Células a infectar: 2.5 x 10° células Vero.
Primero se debe calcular el nimero de PFU necesarios, despejando de la férmula anterior:

PFU= (0.01)(2.5x10° células)

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

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

Entonces, hacer diluciones seriadas del concentrado viral, el valor de diluciéon mas cercano
al nimero de PFU’s necesarios es 7x10* (7,000 PFU/ml), es decir la dilucidon 10'4(dilucic')n
#4); si se va a preparar 3ml de dilucién con una MOI: 0.01, se usa la férmula de:
C1V1=C,V,
(7x10* PFU) V;= (9,375 PFU)(3 ml)
V;= 0.4 ml de la dilucién 10 + 2.6 ml de medio aDMEM 2% SBF = dilucién #5

Con ésta ultima dilucién infectar 2.5x10° células Vero con 0.8ml a una MOI= 0.01
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11.3 EXTRACCION DE PROTEINAS TOTALES

Soluciones:
-De raspado:
Para 50 ml
Reactivo Concentracion Medir
PBS 1x 1x 50 ml
EDTA pH=8 100 mM 100 ul
-Buffer 5x
Reactivo Concentracion Medir
Triton x-100 50 mM 5ml
Tris-HCl pH=7.5 1M 5ml
MgCl, 1M 1 ml
KCl 2M 12.5 ml

Aforar a 100 ml con agua.
Almacenar a temperatura ambiente.

-Solucién de lisis*:

Para 500 pl

Reactivo Medir
Buffer 5x 100 pl
DTT* 1l
PMSF** 1l
Agua milliQ 378 ul
“complete”* 20 ul
Inhibidor de proteasas

=  *Almacenar a -20 °Cy tiene caducidad de 15 dias.

** Almacenar a 4 °C. Disuelto en DMSO
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11.4 CUANTIFICACION DE PROTEINAS POR METODO DE BRADFORD
CURVA DE CALIBRACION:

Hacer un stock de ASB (albumina sérica bovina) de 0.1 g/ml (disolver 0.1 g en 1 ml de agua
milliQ estéril), después tomar 10 ul de la solucién stock y adicionar 990 pl de agua para
tener una soluciéon a 1000 pg/ul, a partir de esta segunda solucidon hacer una ultima

diluciéon, tomar 100 ul y adicionarle 900 pl de agua para tener una solucién de 100 pg/ml
Realizar diluciones para los estandares de BSA:

Blanco: 160 pl de agua milliQ + 40 pul de Bradford

Estandar Volumen del Agua Reactivo de V.olumen
(1ig/ml) stock de BSA () Bradford final (ul)
(100 pg/ml) (pl)
0 0 160 40 200
1 2 158 40 200
5 10 150 40 200
10 20 140 40 200
15 30 130 40 200
20 40 120 40 200
25 50 110 40 200
30 60 100 40 200
35 70 90 40 200
40 80 80 40 200

Los estandares se realizan por triplicado en placa de 96 pozos. Después de mezclar bien

esperar 5 minutos y leer absorbancia a 600 nm en el lector de ELISA ELX800
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Los datos fueron graficados en Excel, donde el eje de las abscisas (eje x) corresponde a la
concentracion y el de las ordenadas (eje y) a la absorbancia. Para cuantificar muestras se

recomiendan diluciones de 1:3 hasta 1:5 y adicionar al pozo:

* 159 pl de Agua
* 1 uldelamuestra

¢ 40 pl de Bradford.

Calcular la concentracién final de las muestras a partir de la ecuacion de la recta obtenida

en la curva de calibracion y después utilizar la siguiente formula:
(Concentracion de la muestra)x (factor de dilucién:200)/1000 = pg/ul
11.5 PREPARACION DE GELES DE POLIACRILAMIDA PARA SDS-PAGE

Para preparar 2 mini geles de 6x8cm se mezclan los siguientes reactivos:

Gel Separador (12%) Gel concentrador (5%)
REACTIVO VOLUMEN REACTIVO VOLUMEN
Agua destilada 4.02 ml Agua destilada 3.05 ml
Buffer de fosfatos Buffer de fosfatos
2.5ml 1.25 ml
pH= 8.8 pH= 6.8
Poliacrilamida 3.33ml Poliacrilamida 0.65 ml
SDS 10% 0.1 ml SDS 10% 0.1 ml
TEMED 10 ul TEMED 10 ul
PSA 50 pl PSA 50 pl
Vol. Final 10.010 ml Vol. Final 5.11 ml
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Buffer de lisis y/o muestra 3x:

REACTIVO VOLUMEN
Mercaptoetanol 6% 0.6 ml
SDS 12% 12g

Tris-HCl 150 mM 3 ml de Tris-HCI| 0.5M

Agua milliQ 10 ml

Azul de Coomassie R 5mg

11.6 PREPRACION DE SOLUCIONES PARA WESTERN BLOT
Soluciones:

Buffer de Transferencia 5x:

Reactivo Concentracién Pesar
Glicina 0.29 % 145¢
Tris Base 0.58 % 29¢g

Metanol 20 % 200 ml

Para preparar 1 | de buffer, pesar las cantidades correspondientes y aforar a 1 1 con aguay

almacenar a 4°C

PBS 10x:
Reactivo Concentracion Pesar
NaCl 8% 80¢g
KCl 0.2% 2g
Na,HPO,4 1.44 % 1l44¢g
KH,PO4 0.24% 24¢

Ajustar pH= 7.4 con HCl y aforar a 1 | con agua.
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Buffer de Bloqueo:

Reactivo Concentracién Pesar
Leche descremada en polvo 3% 15¢g

PBS 10x 1x 50 ml
Triton x-100 (100%) 0.5% 2.5ml
Azida de Sodio 0.02% 0.1g

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

con agua.

Buffer de dilucidn para el anticuerpo:

Reactivo Concentracidn Medir (500 mL Vf) Medir (50
mL Vf)
Leche descremada en polvo 5% 25¢g 2.5g
PBS 10x 1x 50 ml 5ml
Tritén x-100 (100 %) 0.5% 2.5ml 0.25¢g

Para preparar 50 ml de buffer, pesar las cantidades correspondientes y aforar a 50 ml con

agua.

Para colocar el gel y la membrana antes de la electrotransferencia seguir el siguiente

esquema:

BASE TRANSPARENTE

g >« Esponja
— ) < Papel Filtro

< Membrana

< Gel

) « Papel Filtro

>« Esponja

BASE NEGRA
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