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ABSTRACT

INTRODUCTION
+HUSHV� 6LPSOH[� 9LUXV� 7\SH� �� �+69���� LV� WKH� PDLQ�
viral pathogen causing mouth and perioral epithelial 
infections. After primary mucosal infection, virus 
JRHV� WKURXJK� QHUYH� HQGLQJV� WRZDUG� WULJHPLQDO� JDQ-
JOLRQ�ZKHUH� LW� HVWDEOLVKHV� ODWHQW� LQIHFWLRQ�DQG� LW� FDQ�

EH�UHDFWLYDWHG�ZKHQ�VRPH�VWLPXOL�RU�FRQGLWLRQV�IDYRUV�
the viral gene transcription resulting in a recurrent in-
fection. Despite anti-herpetic drugs can reduce herpes 
morbidity and mortality, latency and recurrences are a 
OLIHVSDQ�WKUHDW�ZKLFK�LV�OLWWOH�NQRZQ��,QWHUIHURQV�W\SH�
1 are recognized antiviral cytokines, even in HSV -1 
LQIHFWLRQV��EXW�LW�LV�QRW�NQRZQ�LWV�UROH�GXULQJ�ODWHQF\�
establishment or recurrences apparitions. 

RESUMEN
INTRODUCCIÓN
(O�YLUXV�KHUSHV�VLPSOH[�WLSR����+69����HV�XQ�SDWyJHQR�KXPDQR�DOWDPHQWH�SUHYDOHQWH�TXH�FDXVD�LQIHFFLRQHV�HQ�OD�VXSHUÀFLH�GH�OD�
mucosa y región perioral. Después de la primoinfección, la progenie viral viaja a través de las terminaciones nerviosas sensitivas 
hacia el ganglio trigeminal donde establece infecciones latentes, desde donde se reactiva generando infecciones recurrentes. Aunque 
ORV�IiUPDFRV�DQWLYLUDOHV�H[LVWHQWHV�UHGXFHQ�OD�PRUELOLGDG�\�OD�PRUWDOLGDG�SRWHQFLDO�GHO�YLUXV��QXQFD�KD\�XQD�UHVROXFLyQ�DEVROXWD�GH�
la infección. Es muy conocido el importante papel de los interferones tipo 1 en el control de la infección por HSV-1, pero poco se 
conoce acerca de cuál es el papel de esta citoquina en el establecimiento de la latencia y la aparición de recurrencias. 

OBJETIVO
(VWDQGDUL]DU�OD�SURGXFFLyQ�GH�,QWHUIHUyQ�Ƣ�UHFRPELQDQWH�SDUD�SUREDU�VX�HIHFWR�DQWL�KHUSpWLFR�in vitro��FRQ�HO�ÀQ�GH�XVDUOR�HQ�
pruebas posteriores en cultivos de neuronas trigeminales. 

RESULTADOS
6H� HQFRQWUy� XQ� VLJQLÀFDWLYR� HIHFWR� DQWLYLUDO� GH� OD� SURWHtQD� SURGXFLGD�� HQ� XQ� ELRHQVD\R� FRQ� YLUXV� GH� HVWRPDWLWLV� YHVLFXODU��
3RVWHULRUPHQWH�� VH� HYLGHQFLy� TXH� OD� LQIHFFLyQ� SRU�+69��� FDXVy� HIHFWR� FLWRSiWLFR� DO� ����GH� ODV� FpOXODV� QHXURQDOHV� 6+�6<�<��
PLHQWUDV�TXH�OD�PRUWDOLGDG�IXH����YHFHV�PHQRU��������HQ�ODV�QHXURQDV�WUDWDGDV�FRQ�ORV�VREUHQDGDQWHV�GH�ODV�FpOXODV�WUDQVIHFWDGDV�
FRQ�XQ�SOiVPLGR�FRGLÀFDQWH�SDUD�,)1�Ƣ��DXQTXH�QR�RFXUULy�GLVPLQXFLyQ�HQ�OD�FDQWLGDG�GH�YLUXV�SURGXFLGR�SRU�ODV�FpOXODV�6+�6<�<��

CONCLUSIONES
/D�PROpFXOD�GH�,)1�Ƣ�UHFRPELQDQWH�SURGXFLGD�WXYR�XQ�OHYH�SHUR�VLJQLÀFDWLYR�HIHFWR�DQWL�KHUSpWLFR�HQ�FXOWLYRV�GH�FpOXODV�GH�
QHXUREODVWRPDV�6+�6<�<��6H�GHEHQ�PHMRUDU�ODV�FRQGLFLRQHV�GH�SURGXFFLyQ�GH�OD�PROpFXOD�SDUD�PHMRUDU�VX�DFWLYLGDG�
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OBJECTIVE
,Q� WKLV� ZRUN� ZH� VWDQGDUGL]HG� WKH� SURGXFWLRQ� RI �
UHFRPELQDQW�,QWHUIHURQ�Ƣ�DQG�WHVWHG� LWV� in vitro anti-
herpetic activity. 

RESULTS
,W� ZDV� IRXQG� DQ� DQWLYLUDO� HIIHFW� DJDLQVW� 9HVLFXODU�
Stomatitis Virus in a classical antiviral bioassay. 
,QIHFWLRQ� ZLWK�+69��� FDXVHG� FHOO� GHDWK� LQ� ���� RI �
6+�6<�<� QHXUREODVWRPD� FHOOV�� EXW� WUHDWPHQW� ZLWK�
VXSHUQDWDQWV� IURP� FHOOV� WUDQVIHFWHG� ZLWK� DQ� ,)1�Ƣ�
FRQVWUXFW��GLG�SURWHFW�WKH�QHXURQDO�FHOO�OLQH�6+�6<�<�
DJDLQVW�F\WRSDWKLF�HIIHFW��FHOO�GHDWK�������LQGXFHG�E\�
+69���ZLWKRXW�FKDQJHV�LQ�YLUXV�\LHOGLQJ�

CONCLUSIONS
5HFRPELQDQW�,)1�Ƣ�KDG�D�OLJKW�EXW�VLJQLÀFDQW�DQWL�
KHUSHWLF�DFWLYLW\�LQ�6+�6<�<�QHXUREODVWRPD�FHOOV��,W�
is necessary to improve the molecule production to 
UHDFK�EHWWHU�DFWLYLW\�RI �,)1�Ƣ�

KEY WORDS

+HUSHV� 6LPSOH[� 9LUXV�� &HOO� FXOWXUH�� ,QWHUIHURQ� Ƣ��
Antiviral. Bioassay.

INTRODUCCIÓN

La familia Herpesviridae abarca un gran grupo de vi-
rus animales que se caracterizan por tener una doble 
cadena de ADN de la cual hace parte el herpes sim-
SOH[�9LUXV�WLSR����+69����DFUyQLPR�RÀFLDO���7RGRV�ORV�
miembros de la familia poseen habilidad para persistir 
LQGHÀQLGDPHQWH�HQ�VXV�KRVSHGHURV�HVWDEOHFLHQGR�XQD�
infección latente, que al reactivarse causa un amplio 
rango de signos y síntomas.1 Su transmisión requiere un 
tQWLPR�FRQWDFWR�GH�ODV�VXSHUÀFLHV�PXFRVDV�R�SLHO�OHVLR-
nada de una persona seropositiva con una seronegativa 
para iniciar la infección, la cual pocas veces es fatal.2 

Después de la replicación del virus en el sitio primario 
de la infección, el virus entra a las neuronas sensoriales 
SRU�WUDQVSRUWH�UHWUyJUDGR�D�WUDYpV�GH�ORV�D[RQHV�KDVWD�
el soma neuronal en el ganglio trigeminal estableciendo 
una infección latente.3 El virus latente es periódicamen-
te reactivado y transportado anterógradamente por el 
D[yQ�DO�WHMLGR�GRQGH�RFXUULy�OD�SULPRLQIHFFLyQ��(Q�KX-
manos, la reactivación se da por estímulos locales a las 
neuronas latentemente infectadas del dermatoma im-
plicado o por estímulos sistémicos como el estrés emo-

FLRQDO�R�ItVLFR��HVWDGRV�GH�KLSHUWHUPLD��H[SRVLFLyQ�D�OX]�
UV y desequilibrios hormonales.4 Más de la mitad de la 
población mundial, ha sido infectada con este virus. Su 
UHVHUYRULR�SULQFLSDO�HV�HO�JDQJOLR�WULJHPLQDO��*7��ODWHQ-
temente infectado, cuya reactivación causa la recurren-
FLD�GHO� KHUSHV� ODELDO�IDFLDO��/D� IUHFXHQFLD�GH� HVWDV� OH-
siones recurrentes es relativamente constante oscilando 
DOUHGHGRU�GHO�����GH�OD�SREODFLyQ�5 La infección oral 
causada por el virus HSV-1 representa uno de los pro-
blemas más importantes en la consulta odontológica. 
Toda persona infectada, establece una infección latente 
y desarrolla lesiones recurrentes, aumentando de este 
modo, la propagación de la infección. Se trata de un 
DJHQWH�LQIHFFLRVR�SDUD�HO�FXDO�QR�H[LVWH�XQ�WUDWDPLHQWR�
curativo. Aunque se sabe que la infección, rara vez es 
fatal, hay casos en los cuales puede causar enfermeda-
des más serias como la encefalitis herpética, pues por el 
neurotropismo del virus puede alcanzar el sistema ner-
YLRVR�FHQWUDO��(O�VLVWHPD�LQPXQH�QR�HV�VXÀFLHQWH�SDUD�
controlar permanentemente al HSV-1 y es un problema 
de salud que sigue sin resolverse. 

La respuesta innata del organismo a la infección 
YLUDO�LQFOX\H�OD�SURGXFFLyQ�FHOXODU�GH�,)1�WLSR����,)1�
ơ�Ƣ���(O�DXPHQWR�GH�HVWD�FLWRTXLQD�GHQWUR�GH�OD�FpOXOD�
induce la producción de más IFN por parte de la mis-
PD� FpOXOD� �UHJXODFLyQ� DXWRFULQD��� LQYROXFUDQGR� WDP-
ELpQ�D�ODV�FpOXODV�FLUFXQGDQWHV��UHJXODFLyQ�SDUDFULQD���
(O�,)1�Ƣ�DO�XQLUVH�D�VX�UHFHSWRU�DFWLYD�XQD�FDVFDGD�GH�
VHxDOL]DFLyQ�TXH�FRQGXFH�D�OD�H[SUHVLyQ�GH�JHQHV�TXH�
FRGLÀFDQ�SDUD�SURWHtQDV�HVSHFtÀFDV�TXH�LQKLEHQ�OD�UH-
plicación viral. En cultivos de ganglio trigeminal mu-
rino infectados con HSV-1 se ha demostrado la pro-
GXFFLyQ� \� UHJXODFLyQ� DXWRFULQD�SDUDFULQD�GH� ,)1�Ƣ6 
y la producción de Oligo-adenilato sintetasa 1a y 1b 
�2DV��D�\�2DV��E��TXH�FRQWULEX\HQ�D�OD�GHJUDGDFLyQ�
del ARN viral y celular.7�([LVWHQ�YDULDV�LQYHVWLJDFLRQHV�
en las que se ha comprobado la producción y el efecto 
protector de esta citoquina en modelos murinos in vivo 
e in vitro��VLQ�HPEDUJR��QR�VH�KD�HVWDEOHFLGR�XQ�PRGHOR�
GH�FpOXODV�QHXURQDOHV�KXPDQDV�HQ�HO�FXDO�VH�HYDO~H�HO�
HIHFWR�DQWLYLUDO�GHO�,)1�Ƣ�FRQWUD�HO�YLUXV�+69����3RU�
tal razón, en este trabajo nos propusimos establecer la 
SURGXFFLyQ� UHFRPELQDQWH�GH� ,)1�Ƣ�\� VX�HYDOXDFLyQ�
preliminar como molécula anti-herpética en el pro-
pósito de establecer un modelo de estudio del virus 
en células de neuroblastoma humano, como un paso 
KDFLD�OD�E~VTXHGD�GH�DOWHUQDWLYDV�WHUDSpXWLFDV�TXH�EH-
QHÀFLHQ�D�ORV�SDFLHQWHV�FRQ�LQIHFFLRQHV�SRU�+69����
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MATERIALES Y MÉTODOS

PRODUCCIÓN DEL PLÁSMIDO PARA IFN-Ƣ MURINO 
Se utilizaron bacterias E. coli�GH�OD�FHSD�'+�ơ�SUHYLD-
mente transformadas con el plásmido recombinante 
SN&09�,)1�Ƣ��GRQDFLyQ�GHO�'U��'DQLHO�-�-�&DUU��8��
RI �2NODKRPD��'HSW��RI �2SKWDOPRORJ\���(VWH�SOiVPL-
GR��FRQWLHQH�HO�JHQ�SDUD�,)1�Ƣ�EDMR�HO�FRQWURO�GH�XQ�
promotor de citomegalovirus, por lo que sirve como 
YHFWRU�GH�H[SUHVLyQ�HQ�FpOXODV�PDPtIHUDV��/DV�EDFWH-
rias transformadas se seleccionaron en un medio con 
NDQDPLFLQD�����J�PO��,&1���\D�TXH�HO�SOiVPLGR�SRVHH�
un gen de resistencia a este antibiótico.8 A partir de las 
EDFWHULDV�WUDQVIHFWDGDV��VH�KL]R�SXULÀFDFLyQ�GHO�SOiV-
mido con el estuche Wizard Plus SV Minipreps ADN 
3XULÀFDWLRQ�6\VWHP�siguiendo el protocolo del fabricante 
\�VH�YHULÀFy�OD�FDOLGDG�\�FDQWLGDG�GH�$'1�SODVPtGLFR�
XVDQGR�XQ�HVSHFWURIRWyPHWUR�D�����QP��/RV�SOiVPL-
GRV�IXHURQ�YHULÀFDGRV�PHGLDQWH�XQ�HQVD\R�GH�3&5��
TXH� SHUPLWtD� OD� DPSOLÀFDFLyQ� HVSHFtÀFD� GH� XQ� IUDJ-
PHQWR�GHO�JHQ�GH�,)1�Ƣ�KXPDQR�6

Se hizo digestión de una alícuota del plásmido con 
OD�HQ]LPD�GH�UHVWULFFLyQ�6FD�,��3URPHJD��TXH�FRUWD�HO�
SOiVPLGR� HQ� OD� VHFXHQFLD� FRUUHVSRQGLHQWH� D� ,)1�Ƣ��
para usarlo como control de transfección, ya que se 
conoce que los sistemas de transfección pueden in-
GXFLU� OD� H[SUHVLyQ� GH� ,)1��(O� SOiVPLGR� FRUWDGR�� VH�
VHSDUy�SRU�HOHFWURIRUHVLV�\�VH�UH�SXULÀFy�\�FXDQWLÀFy�\�
IXH�XVDGR�FRPR�FRQWURO�GH�WUDQVIHFFLyQ��PRFN��

TRANSFECCIÓN DE CÉLULAS L929
CON EL PLÁSMIDO PKCMV-IFN-Ƣ
6H� FXOWLYDURQ� ������� FpOXODV� /���� �$7&&�� &DWiORJR�
&&/����SRU�SR]R�HQ�FDMDV�GH����SR]RV��&RUQLQJ��HQ�PH-
GLR�'0(0�\�6XHUR�)HWDO�%RYLQR��6)%��*LEFR��DO����
SRU����KRUDV��3DUD�OD�WUDQVIHFFLyQ�VH�XWLOL]y�HO�VLVWHPD�GH�
liposomas catiónicos TransFast Transfection Reagent �3UR-
PHJD���6H�UHDOL]DURQ���FRQWUROHV��XQR�FRQ�PHGLR�IUHVFR�
más liposoma catiónico y el otro con liposoma catiónico 
\�SOiVPLGR�FRUWDGR��0RFN���$GLFLRQDOPHQWH�VH�WUDQVIHF-
WDURQ�GRV�JUXSRV�GH�FpOXODV�FRQ���\����J�GH�$'1�SODV-
PtGLFR�PiV�7UDQV)DVW��'HVSXpV�GH����KRUDV�GH�WUDQVIHF-
ción se recogieron los sobrenadantes de las células, se 
OLRÀOL]DURQ�\�VH�JXDUGDURQ�D�����&�KDVWD�VX�XVR�

RT-PCR PARA IFN-Ƣ MURINO

6H�KL]R�H[WUDFFLyQ�GH�$51�GH�ODV�FpOXODV�/����HQ�WR-
GDV�ODV�FRQGLFLRQHV�GHO�H[SHULPHQWR�GH�WUDQVIHFFLyQ��

XWLOL]DQGR�HO�VLVWHPD�GH�WLRFLDQDWR�GH�JXDQLGLQLR��7UL-
]RO��,QYLWURJHQ���(O�$51�REWHQLGR�VH�UHVXVSHQGLy�HQ�
���ƬO�GH�DJXD�OLEUH�GH�$51DVDV��'(3&�������6LJPD��
y se almacenó a -70°C hasta su uso. La transcripción 
UHYHUVD�VH�KL]R�D�SDUWLU�GH�����QJ�GH�FDGD�PXHVWUD�GH�
ARN usando primers�ROLJR��G7��\�EXIIHU�GH�UHWURWUDQV-
FULSFLyQ� �EXIIHU� �;�� G173V� ��P0��$51VLQ� ����ƬO��
WUDQVFULSWDVD�UHYHUVD�0�0/9���ƬO�\�GG+�2���6H�LQFX-
Ey�OD�UHDFFLyQ�SRU����PLQXWRV�D�����&��(O�$'1F�VH�
XVy�SDUD�DPSOLÀFDU�SRU�3&5�ORV�PHQVDMHURV�GH�,)1�Ƣ�
HQ�XQD�UHDFFLyQ�TXH�FRQWHQtD���ƬO�GH�$'1F�GH�PXHV-
tra, MgCl�����P0��3URPHJD���G173V����Ƭ0��6LJPD���
HQ]LPD� 7DT� SROLPHUDVD� ����� ƬO� �3URPHJD��� SULPHU�
VHQWLGR����Ƭ0��*&$�*&7�*$$�7**�$$$�*$7�
&$��� primer DQWLVHQWLGR� ��� Ƭ0� �7**� &$$� $**�
&$*�7*7�$$&�7&��6 Las condiciones utilizadas para 
DPSOLÀFDU� HVWH� JHQ� IXHURQ�� WHPSHUDWXUD� LQLFLDO� ���&�
SRU�WUHV�PLQXWRV�����FLFORV�GH����&�SRU����VHJXQGRV��
���&�SRU�XQ�PLQXWR�����&�SRU�XQ�PLQXWR��H[WHQVLyQ�
ÀQDO� D� ���&� SRU� ���PLQXWRV�� 3DUD� HO� DQiOLVLV� GH� ORV�
productos de la PCR, se realizó una electroforesis en 
JHO�GH�DJDURVD�DO�����/RQ]D��\�WHxLGRV�FRQ�EURPXUR�
GH�HWLGLR�����ƬJ�PO��6LJPD���/D�DPSOLÀFDFLyQ�SRVLWLYD�
VH�YHULÀFy�SRU�OD�SUHVHQFLD�GH�DPSOLFRQHV�GH����SE�

BIOENSAYO PARA IFN-Ƣ EN CÉLULAS L929
El bioensayo, consiste en probar la actividad biológica 
GHO�,)1�Ƣ�SURGXFLGR��VREUH�XQ�VXVWUDWR�FHOXODU�GHVD-
ÀDQGR�FRQ�XQ�YLUXV�VHQVLEOH�D�OD�DFWLYLGDG�GH�,)1��YL-
UXV�GH�HVWRPDWLWLV�YHVLFXODU��969���VL�OD�FLWRTXLQD�HVWD�
activa, protegerá a las células de la muerte inducida 
SRU� HO� YLUXV� �HIHFWR�FLWRSiWLFR��(&3���/RV�ÀEUREODV-
WRV�PXULQRV�/����VH�FXOWLYDURQ�HQ�FDMDV�GH����SR]RV�
�&RUQLQJ��FRQ�'0(0��6LJPD��PiV����GH�6)%�\�VH�
WUDWDURQ�SRU���KRUDV�FRQ�GLOXFLRQHV�����\�����GHO�VR-
EUHQDGDQWH�GH�ODV�FpOXODV�WUDQVIHFWDGDV��,)1�Ƣ���/XH-
JR�GH�UHWLUDU�HO�,)1�Ƣ�VH�DGLFLRQDURQ�YDULDV�GLOXFLRQHV�
GHO�LQyFXOR�YLUDO�GH�969�SRU�XQD�KRUD��02,�����������
\����02,��0XOWLSOLFLW\�RI �,QIHFWLRQ����VLJQLÀFD�TXH�VH�
LQRFXOD�XQD�SDUWtFXOD�YLUDO�SRU�FDGD�FpOXOD�HQ�HO�SR]R���
Los controles se trataron con el sobrenadante de las 
FpOXODV�WUDQVIHFWDGDV�FRQ�HO�SOiVPLGR�FRUWDGR��PRFN��
o con medio de cultivo fresco.

7RGDV�ODV�FpOXODV�VH�GHMDURQ�SRU����KRUDV�SRVW�LQ-
IHFFLyQ� �S�L��� D����&�\� VH�SURFHVDURQ�SDUD�HYDOXDU�HO�
(&3�SRU�OD�WpFQLFD�GH�077��EURPXUR�GH��������GLPH-
WLO���WLD]ROLO������GLIHQLO��+�WHWUD]ROLR�� 6LJPD��� (VWH�
compuesto, de color amarillo se reduce formando 



50

Castellanos J., Ledesma-Ortiz S., Prada-Arismendy J.

cristales de formazán de color violeta, por una reac-
ción enzimática llevada a cabo por deshidrogenasas 
celulares, demostrando la integridad metabólica. Se 
DGLFLRQDQ�����ƬO�GH�077������PJ�PO��6LJPD��HQ�FDGD�
SR]R�\�VH�LQFXED�SRU���KRUDV�D����&��OXHJR�GH�UHWLUDU-
OR��HO�IRUPD]iQ�VH�VROXELOL]D�FRQ�GLPHWLO�VXOIy[LGR�SRU�
10 min y se leyó la absorbancia en un lector de ELISA 
�6WDW�)D[�������D�����QP��(O�FRORU�\� OD�DEVRUEDQFLD�
será mayor entre mas células viables haya. Cada con-
dición se hizo por cuadruplicado y se repitió dos ve-
ces. Los datos de absorbancia fueron promediados y 
analizados por una prueba t de Student, comparando las 
absorbancias de los cultivos infectados, no infectados 
y tratados o no con el sobrenadante o con el mock.

EVALUACIÓN ANTI-HERPÉTICA DEL IFN-Ƣ MURINO

RECOMBINANTE SOBRE NEURONAS SH-SY5Y
El HSV-1 fue cosechado a partir de células Vero inocu-
ladas con una muestra de una vesícula de un paciente 
FRQ�KHUSHV�ODELDO�UHFXUUHQWH��FX\D�FRQÀUPDFLyQ�VH�KL]R�
PHGLDQWH�HQVD\R�GH�3&5��TXH�SHUPLWtD�OD�DPSOLÀFDFLyQ�
HVSHFtÀFD�GH�XQ�IUDJPHQWR�GHO�JHQ�GH�OD�SROLPHUDVD�YL-
ral de HSV-1, usando primers reportados previamente.7 
(O� VREUHQDGDQWH� �FRVHFKD� YLUDO�� IXH� UHFROHFWDGR� ���K�
después de la inoculación cuando se evidenció ECP y 
se hizo titulación sobre células Vero con el ensayo de 
formación de placas de lisis. La línea celular neuronal 
6+�6<�<� IXH� DGTXLULGD� FRPHUFLDOPHQWH� �&5/�������
$7&&���VH�FXOWLYy�HQ�PHGLR�GH�FXOWLYR�'0(0�FRQ�XQ�
VXSOHPHQWR�GH�����GH�6)%��\�VH�PDQWXYR�D����&�FRQ�
���GH�&2���(Q�H[SHULPHQWRV�SUHYLRV�VH�GHÀQLy�TXH�
VH�GHEtD�LQIHFWDU�D�HVWDV�QHXURQDV�FRQ�XQD�02,������GH�
+69���SRU����KRUDV��)XHURQ�VHPEUDGDV��������FpOXODV�
SRU�SR]R�HQ�FDMDV�GH����SR]RV�\�OXHJR�GH����K�GH�DG-
KHVLyQ��IXHURQ�WUDWDGDV�SRU���KRUDV�FRQ�GLOXFLRQHV�����
\� ���� GH� ORV� VREUHQDGDQWHV� GH� ODV�/���� WUDQVIHFWDGDV�
�,)1�Ƣ���OXHJR�VH�UHWLUy�HO�WUDWDPLHQWR�\�VH�DGLFLRQy�OD�
VXVSHQVLyQ�YLUDO� �+69����02,�������SRU�XQD�KRUD�� VH�
ODYy�\�VH�LQFXEDURQ�ODV�FpOXODV�SRU����KRUDV�DGLFLRQDOHV��
Momento en el cual se procesaron por la técnica de 
MTT para evaluar el ECP. Se usó como control negati-
vo, el tratamiento con los sobrenadantes de las células 
/����WUDQVIHFWDGDV�FRQ�HO�SOiVPLGR�FRUWDGR��0RFN��

ANÁLISIS ESTADÍSTICO

Los análisis estadísticos realizados a los valores de ab-
sorbancia de todos las pruebas se hicieron mediante la 
prueba estadística t de Student con una cola, asumien-

GR�YDULDQ]DV�LJXDOHV��SUXHED�HQ�OD�FXDO�HO�YDORU�GH�S��
�����VH�FRQVLGHUy�VLJQLÀFDWLYR�

CONSIDERACIONES ÉTICAS

El trabajo de investigación se llevó a cabo bajo toda 
la normatividad ética vigente, tal como se establece en 
OD�5HVROXFLyQ�1R���������GH������GHO�0LQLVWHULR�GH�
Salud, Títulos IV, capítulos I y II y Título V.

RESULTADOS

OBTENCIÓN DEL IFN-Ƣ MURINO RECOMBINANTE Y
ESTANDARIZACIÓN DEL BIOENSAYO EN CÉLULAS L929
/D�DPSOLÀFDFLyQ�GH�ORV�$51�PHQVDMHURV�SDUD�,)1�Ƣ�
VH�UHDOL]y�SRU�57�3&5�GH�ORV�FXOWLYRV�GH�FpOXODV�/����
WUDQVIHFWDGDV� FRQ� HO� SOiVPLGR� SN&09�� ,)1�Ƣ� TXH�
FRQWLHQH�HO�JHQ�TXH�FRGLÀFD�SDUD�GLFKD�FLWRTXLQD��/D�
presencia de amplicones, producto de la PCR se hizo 
evidente luego de la electroforesis en gel de agarosa. El 
$51P�SDUD� ,)1�Ƣ�GH� ODV� FpOXODV�/���� WUDQVIHFWDGDV�
FRQ����J�\����J�GH�$'1�SODVPtGLFR�VH�HYLGHQFLD�SRU�
una banda intensa en el gel de agarosa��)LJXUD���. En el 
ELRHQVD\R�VREUH�ODV�FpOXODV�/�����XVDQGR�VREUHQDGDQWHV�
GH�FpOXODV� WUDQVIHFWDGDV��VH�HQFRQWUy�TXH�XQ�02,�����
GH�969�FDXVD�PiV�GHO�����GH�PXHUWH�FHOXODU�D�ODV����
KRUDV��(&3��FRQ�UHVSHFWR�D�ODV�FpOXODV�WUDWDGDV�FRQ�ORV�
sobrenadantes de células transfectadas con el plásmido 
FRUWDGR��0RFN���)LJXUD���. El tratamiento con ambas 
GLOXFLRQHV�GH�,)1�Ƣ�SURGXMR�XQ�OHYH�DXPHQWR�GHO�����
HQ�OD�YLDELOLGDG�GH�ODV�FpOXODV��S��������FXDQGR�IXHURQ�
LQIHFWDGDV�FRQ�969�D�XQ�02,�GH������)LJXUD���.

EVALUACIÓN DEL EFECTO ANTI-HERPÉTICO DE

IFN-Ƣ MURINO RECOMBINANTE EN NEURONAS 
(O�+69��� FDXVy� XQD� SHUGLGD� GHO� ���� HQ� OD� YLDELOL-
dad de los cultivos de células neuronales humanas en 
todos los MOI probados. Las células infectadas por 
��� KRUDV� VH� REVHUYDQ� FRQ� SpUGLGD� GH� OD�PRUIRORJtD�
neuronal y un hinchamiento citoplasmático típico del 
efecto citopático. La infección por HSV-1 hace que 
éstas se agrupen y generen un recogimiento de sus 
SURORQJDFLRQHV��SHUGLHQGR�DVt��VXSHUÀFLH�GH�DGKHVLyQ��
La prueba de protección al ECP inducido por el 
+69���� HQ� FpOXODV� 6+�6<�<� WUDWDGDV� FRQ� ,)1�Ƣ�� VH�
demostró mediante la prueba del MTT. En este caso, 
OD�PRUWDOLGDG�IXH�VLJQLÀFDWLYDPHQWH�PHQRU��������HQ�
GH�ODV�FpOXODV�WUDWDGDV�FRQ�DPEDV�GLOXFLRQHV������\������
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Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa de los amplicones para IFN-β obtenidos por RT-PCR a partir de 
RNA de células L929 transfectadas. Tamaño esperado del producto, 97 pb Carril 1. Marcador de peso mole-
cular. Carril 2. Control negativo (agua). Carriles 3 y 4. Cultivos no transfectados. Carril 5. Cultivo transfectado con 
el plásmido  pkCMV- IFN-β cortado. Carril 6. Cultivo transfectado con 1 μg de DNA plasmídico. Carril 7. Cultivo 
transfectado con 2 μg de DNA plasmídico. 8. Control positivo, ampli#cación del plásmido.

Figura 2. Estandarización del bioensayo para IFN-β, sobre células L929 usando virus de estomatitis vesi-
cular.  A y B. Controles, cultivos no infectados y tratados con el sobrenadante de células L929 transfectadas 
con el plásmido cortado (mock). En A, se observa una foto de contraste de fase de células con aspecto normal 
de un cultivo tratado con el mock y sin infectar. En B, se observan con precipitado morado las células viables 
que reducen el MTT. C y D. Cultivos tratados con el sobrenadante mock e infectados con VSV, aspecto en el 
microscopio de contraste de fase (C) y después de la incubación con el MTT (D). Note que hay un menor nú-
mero de células adheridas y viables. E. Fotografía de contraste de fase de un cultivo de células tratado con una 
dilución 1:4 del sobrenadante de células transfectadas (IFN-β) e infectadas con VSV. F. Aspecto de los cristales 
de formazán después de la incubación con el MTT, el número de células positivas (viables) para MTT aumentó 
signi#cativamente. Las barras de magni#cación corresponden a 50 μm.
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Figura 3. Datos de la absorbancia (test de viabilidad) de células L929 infectadas con VSV a diferentes 
MOI (0,2 – 0,5 – 1) y tratadas o no tratadas (mock) con IFN-β recombinante. Las barras grises representan 
la absorbancia de los cultivos no infectados y las barras negras la absorbancia de los cultivos infectados. El 
tratamiento con ambas diluciones de IFN-β  indujo un aumento signi"cativo en la viabilidad solamente en los 
cultivos infectados a un MOI:0,5. El asterisco indica diferencias signi"cativas con el control infectado y tratado 
con el mock (p<0,05).

Figura 4. Medidas de las absorbancias (test de 
viabilidad) en células de neuroblastoma SH-SY5Y 
tratadas con IFN-β recombinante e infectadas con 
HSV-1 a MOI 0,5. Las barras grises representan los 
cultivos no infectados y las barras negras, los cultivos 
infectados. El asterisco señala diferencias signi"cati-
vas con respecto a los cultivos tratados con el mock 
antes de la infección con HSV-1 (p<0,05).
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GH�ORV�VREUHQDGDQWH�GH�ODV�FpOXODV�/����WUDQVIHFWDGDV�
con respecto a los controles con medio y los controles 
mock �)LJXUD���. En resumen, el HSV-1 causa muer-
WH�FHOXODU�HQ�ODV�QHXURQDV�6+�6<�<�TXH�HV�UHYHUWLGR�
SDUFLDOPHQWH�SRU�HO�SUH�WUDWDPLHQWR�FRQ�,)1�Ƣ��1R�VH�

evidenció una disminución en la cantidad de partícu-
las virales producidas por los cultivos en cada condi-
FLyQ��UHVXOWDGRV�QR�PRVWUDGRV���FXDQGR�VH�KL]R�HO�HQ-
sayo de formación de placas, ya que el título obtenido 
HQ�HO�FRQWURO�GH�LQIHFFLyQ�IXH�GH�����[�����8)3�PO�\�
HQ�ORV�FXOWLYRV�WUDWDGRV�FRQ�HO�PRFN�IXH�GH�����[�����
8)3�PO��&LIUDV�VLPLODUHV�VH�HQFRQWUDURQ�HQ�ORV�FXOWL-
YRV�WUDWDGRV�FRQ�XQD�GLOXFLyQ�����GHO�VREUHQDGDQWH�GH�
FpOXODV�WUDQVIHFWDGDV�FRQ�HO�SOiVPLGR�GH�,)1�Ƣ������[�
10��8)3�PO��\�ORV�WUDWDGRV�FRQ�XQD�GLOXFLyQ�����GHO�
VREUHQDGDQWH������[�����8)3�PO��

DISCUSIÓN

/RV�,QWHUIHURQHV�ơ�Ƣ�HQGyJHQRV�VRQ�FLWRTXLQDV�DQWL-
virales que antagonizan la replicación del virus HSV-1 
a nivel de transcripción y traducción. Estas citoquinas, 
controlan la infección aguda por HSV-1 y facilitan la 
respuesta inmune adaptativa durante la infección. Sin 
embargo la infección persiste, evidenciando que el vi-
rus es capaz de bloquear la respuesta antiviral protec-
WRUD�GHO�,)1��/RV�,)1�ơ�Ƣ�DFW~DQ�D�WUDYpV�GHO�PLVPR�
receptor, facilitando la transfosforilación y activación 
GH�7\N��\�-$.���\�SRU�~OWLPR�D�OD�PROpFXOD�67$7�9 Se 
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ha demostrado por ensayos de inmunoquímica, que la 
infección por HSV-1 en ratones induce la producción 
GH�,)1�Ƣ�\�HO�DXPHQWR�HQ�OD�VtQWHVLV�GHO�UHVSHFWLYR�UH-
FHSWRU�SDUD�OD�FLWRTXLQD��GHPRVWUDQGR�GH�HVWD�PDQHUD�
que parte de su alta efectividad antiviral, se debe a la 
FDSDFLGDG�GH�UHJXODFLyQ�DXWRFULQD�SDUDFULQD�6 

(VWH�PHFDQLVPR� LQYROXFUD� HO� QLYHO� GH� H[SUHVLyQ�
\�R�IRVIRULODFLyQ�GH�-$.��\�67$7���/D�IRVIRULODFLyQ�
GH�67$7���SHUPLWH�OD�WUDQVORFDFLyQ�DO�Q~FOHR�GHO�IDF-
WRU� ,6*)��� OR� FXDO� LQGXFH� OD� WUDQVFULSFLyQ� GH� JHQHV�
estimulados por IFN. Dos vías antivirales principales 
VH�DFWLYDQ�FRQ�OD�XQLyQ�GH�,)1�Ƣ�DO�UHFHSWRU��2$6�\�
PKR. OAS permite la activación de ARNasa-L endó-
gena, la cual degrada transcritos virales e inactiva la 
maquinaria transcripcional. Por su parte PKR cataliza 
la fosforilación del factor de iniciación de la traduc-
FLyQ�H,)��ơ�� LPSLGLHQGR�HO� LQWHUFDPELR�GH�QXFOHyWL-
GRV�GH�JXDQLQD��FDWDOL]DGR�SRU�HVWH�IDFWRU��LQKLELHQGR�
de ésta manera la traducción en la célula hospedera. 
Se sabe que la infección con HSV-1 en cultivos de 
ganglio trigeminal murino, induce un aumento en la 
transcripción de los genes OAS-1a, OAS-1b, PKR y 
$51DVD�/��$�SHVDU�GH�KDEHU�XQ�PD\RU�Q~PHUR�GH�Fp-
lulas no neuronales en dichos cultivos, las células más 
susceptibles a la infección son las neuronas, eviden-
ciando de esta manera el neurotropismo de este agen-
te viral.6 Estos resultados se relacionan con el notable 
efecto citopático observado en los cultivos de células 
GH�QHXUREODVWRPD�KXPDQR�6+�6<�<�LQIHFWDGDV�FRQ�
HSV-1 a diferentes MOI en este trabajo.

No se conoce la forma como el HSV-1 antagoni-
]D�OD�DFWLYDFLyQ�GH�OD�FDVFDGD�GH�VHxDOL]DFLyQ�LQGXFL-
da por IFN durante la infección. Se propone que la 
proteína ICP0 puede estar implicada en este bloqueo 
SRU�OD�GLVUXSFLyQ�GH�ORV�GRPLQLRV�QXFOHDUHV�1'�����
lugar donde se lleva a cabo la activación de los genes 
relacionados con IFN.10 Otra vía por la cual puede 
ocurrir dicho bloqueo, es debido a que el virus HSV-
1 antagoniza la fosforilación de STAT1 inhibiendo la 
activación de JAK1.11

En este trabajo se estandarizó el bioensayo para 
SUREDU�HO�HIHFWR�GHO�,)1�Ƣ�PXULQR�UHFRPELQDQWH�HQ�
FpOXODV�/����LQIHFWDGDV�FRQ�YLUXV�GH�HVWRPDWLWLV�YHVL-
cular a diferentes MOI, encontrando un efecto pro-
WHFWRU� GHO� ,)1�Ƣ� PXULQR� UHFRPELQDQWH� SURGXFLGR��
Este efecto protector se relaciona con los resultados 
REWHQLGRV�SRU�0DKHVKZDUL�HW�DO�11 en los cuales se de-
mostró mediante microscopía electrónica que el tra-

WDPLHQWR�FRQ�,)1�Ƣ�PXULQR�HQ�FpOXODV�/��ODV�FpOXODV�
/����VRQ�XQ�FORQ�GH�OD�FHSD�/��LQIHFWDGDV�FRQ�969��
UHGXFtD� VLJQLÀFDWLYDPHQWH� ODV� JOLFRSURWHtQDV� VXSHUÀ-
ciales del VSV,13 generando de esta manera, viriones 
con poca capacidad infecciosa. 

(Q�HVWXGLRV�UHFLHQWHV�VH�HYDOXy�OD�HÀFDFLD�DQWL�KHU-
SpWLFD�GHO�,)1�Ƣ�\�GH�ORV�GLIHUHQWHV�VXEWLSRV�GH�,)1�ơ�
HQ� FXOWLYRV� GH� FpOXODV� /���� PHGLDQWH� WUDQVIHFFLyQ�
usando como vector el mismo plásmido usado en este 
WUDEDMR��SN&09LQW3RO\OLQN���6H�GHPRVWUy�TXH�ODV�Fp-
lulas transfectadas con el plásmido recombinante de 
,)1�Ƣ�VRQ�PHQRV�VHQVLEOHV�D�OD�LQIHFFLyQ�SRU�HO�YLUXV�
HSV-1, que las células transfectadas con el plásmido 
recombinante que contenía los diferentes tipos de 
,)1�ơ��(VWD�GLIHUHQFLD�HQ�HO�HIHFWR�SURWHFWRU�VH�GHEH�
D�OD�IXHUWH�DFWLYDFLyQ�GH�67$7��SRU�SDUWH�GHO�,)1��Ƣ�
D�ODV����KRUDV�GHVSXpV�GH�UHDOL]DGD�OD�WUDQVIHFFLyQ�\�D�
TXH�HO�,)1�Ƣ�WUDQVJpQLFR�VXSULPH�OD�H[SUHVLyQ�GH�ORV�
JHQHV�YLUDOHV�ơ��Ƣ�\�ƣ��,&3����7.�\�J%�UHVSHFWLYDPHQ-
WH��14,15 La transfección de células Vero con el plásmido 
GH�,)1�Ƣ�UHSULPH�OD�UHSOLFDFLyQ�GHO�ADN y la síntesis 
de proteínas del HSV-1, con un aumento concomitan-
te de transcritos para STAT1, PKR y OAS.16 En este 
WUDEDMR�HQFRQWUDPRV�TXH�HO�,)1�Ƣ�PXULQR�UHFRPEL-
nante producido con el mismo vector, tiene un efecto 
SURWHFWRU� VLJQLÀFDWLYR� WDQWR� FRQWUD� HO�969�FRPR� HO�
+69���HQ�FpOXODV�/����\�HQ�FpOXODV�6+�6<�<�D�ODV���
KRUDV�GH�UHDOL]DGR�HO�WUDWDPLHQWR��VXJLULHQGR�XQD�DFWL-
YDFLyQ�GHO�HIHFWR�SURWHFWRU�GHO�,)1�Ƣ�\�OD�FRQVHFXHQ-
WH�LQKLELFLyQ�HQ�OD�H[SUHVLyQ�GH�JHQHV�GH�DPERV�YLUXV��

Previamente se ha reportado, mediante PCR para 
DPSOLÀFDU� WUDQVFULWRV� GHO� +69��� TXH� HO� WUDWDPLHQWR�
FRQ�,)1�Ƣ�KXPDQR�QR�HYLWD�TXH�HO�+69���HQWUH�D�ODV�
FpOXODV�6.�1�6+��ODV�FpOXODV�6+�6<�<�IXHURQ�FORQD-
GDV�D�SDUWLU�GH�HVWD�OtQHD��\�HO�HIHFWR�LQKLELWRULR�SXH-
de ser bloqueado incrementando el MOI a utilizar.17 
(VWR� SRGUtD� H[SOLFDU� HQ� SDUWH� TXH� D� SHVDU� GH� KDEHU�
HQFRQWUDGR� XQ� HIHFWR� DQWL�KHUSpWLFR� GHO� ,)1�Ƣ�PX-
ULQR�UHFRPELQDQWH�HQ�FpOXODV�6+�6<�<�KXPDQDV�HQ�
este trabajo, evidenciado mediante mediciones de la 
YLDELOLGDG� FHOXODU�� ORV� VREUHQDGDQWHV� UHFROHFWDGRV�GH�
HVWH�H[SHULPHQWR�DQDOL]DGRV�SRU�HO�HQVD\R�GH�SODTXHR��
no muestran una disminución en la producción de 
partículas virales con dicho tratamiento. Hay eviden-
FLDV�TXH� LQGLFDQ�TXH� OD� FRPELQDFLyQ�GHO� ,)1�Ƣ�FRQ�
HO� ,)1�ƣ�SRWHQFLDOL]D�HO�HIHFWR�DQWL�KHUSpWLFR� in vitro 
e in vivo.18 En este trabajo no se comparó la bioactivi-
GDG�GHO�,)1�Ƣ�PXULQR�UHFRPELQDQWH�SURGXFLGR�FRQ�
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XQ� ,)1�Ƣ�HVWiQGDU� �HQWUH�RWUDV�FRVDV�SRUTXH�QR�HVWD�
GLVSRQLEOH���3RU�HVWD�UD]yQ��HV�SRVLEOH�TXH�HO�PRGHUDGR�
HIHFWR�DQWL�KHUSpWLFR�GHO�,)1�Ƣ�PXULQR�UHFRPELQDQWH�
HQ�ODV�FpOXODV�6+�6<�<��VH�GHED�D�OD�IDOWD�GH�FDOLGDG�R�D�
una falla en la producción de la proteína recombinante. 
6H�UHTXLHUH��FXDQWLÀFDU�SRU�(/,6$�OD�SURWHtQD�SURGXFL-
da o compararla contra un estándar comercial, para evi-
denciar la calidad de IFN producido. Ello esta siendo 
llevado a cabo en la segunda parte de nuestro trabajo.
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