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Standardization of production and anti-herpetic evaluation
of a recombinant interferon beta molecule
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RESUMEN

INTRODUCCION

El virus herpes simplex tipo 1 (HSV-1) es un patégeno humano altamente prevalente que causa infecciones en la superficie de la
mucosa y regién perioral. Después de la primoinfeccion, 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
los farmacos antivirales existentes reducen la morbilidad y la mortalidad potencial del virus, nunca hay una resolucién absoluta de
la infeccién. Es muy conocido el importante papel de los interferones tipo 1 en el control de la infeccién por HSV-1, pero poco se
conoce acerca de cudl es el papel de esta citoquina en el establecimiento de la latencia y la aparicién de recurrencias.

OsJETIVO
Estandarizar la produccién de Interferén 3 recombinante para probar su efecto anti-herpético 7 vitro, con el fin de usarlo en
pruebas posteriores en cultivos de neuronas trigeminales.

REsuLTADOS

Se encontré un significativo efecto antiviral de la proteina producida, en un bioensayo con virus de estomatitis vesicular.
Posteriormente, se evidencié que la infeccién por HSV-1 causé efecto citopatico al 24% de las células neuronales SH-SY5Y,
mientras que la mortalidad fue 10 veces menor (2,5%) en las neuronas tratadas con los sobrenadantes de las células transfectadas
con un plasmido codificante para IFN-8, aunque no ocurrié disminucién en la cantidad de virus producido por las células SH-SY5Y.

CoNCLUSIONES
La molécula de IFN-§ recombinante producida tuvo un leve pero significativo efecto anti-herpético en cultivos de células de
neuroblastomas SH-SY5Y. Se deben mejorar las condiciones de produccion de la molécula para mejorar su actividad.
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ABSTRACT be reactivated when some stimuli or conditions favors

the viral gene transcription resulting in a recurrent in-

INTRODUCTION fection. Despite anti-herpetic drugs can reduce herpes

Herpes Simplex Virus Type 1 (HSV-1) is the main morbidity and mortality, latency and recurrences are a

viral pathogen causing mouth and perioral epithelial lifespan threat which is little known. Interferons type

infections. After primary mucosal infection, virus 1 are recognized antiviral cytokines, even in HSV -1

goes through nerve endings toward trigeminal gan- infections, but it is not known its role during latency
glion where it establishes latent infection and it can establishment or recurrences apparitions.
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OBJECTIVE

In this work we standardized the production of
recombinant Interferon § and tested its in vitro anti-
herpetic activity.

ResuLTs

It was found an antiviral effect against Vesicular
Stomatitis Virus in a classical antiviral bioassay.
Infection with HSV-1 caused cell death in 24% of
SH-SY5Y neuroblastoma cells, but treatment with
supernatants from cells transfected with an IFN-§
construct, did protect the neuronal cell line SH-SY5Y
against cytopathic effect (cell death 2,5%) induced by
HSV-1 without changes in virus yielding,

CoNcLUSIONS

Recombinant IFN-8 had a light but significant anti-
herpetic activity in SH-SY5Y neuroblastoma cells. It
is necessary to improve the molecule production to
reach better activity of IFN-f.

KEey woRrbDs
Herpes Simplex Virus. Cell culture. Interferon J.
Antiviral. Bioassay.

INTRODUCCION

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-
plex Virus tipo 1 (HSV-1, acrénimo oficial). Todos los
miembros de la familia poseen habilidad para persistir
indefinidamente en sus hospederos estableciendo una
infeccion latente, que al reactivarse causa un amplio
rango de signos y sintomas.' Su transmision requiere un
intimo contacto de las superficies mucosas o piel lesio-
nada de una persona seropositiva con una seronegativa
para iniciar la infeccidn, la cual pocas veces es fatal?
Después de la replicacion del virus en el sitio primario
de la infeccion, el virus entra a las neuronas sensoriales
por transporte retrogrado a través de los axones hasta
el soma neuronal en el ganglio trigeminal estableciendo
una infeccién latente.” El virus latente es petiédicamen-
te reactivado y transportado anterégradamente por el
ax6n al tejido donde ocurrié la primoinfeccién. En hu-
manos, la reactivacion se da por estimulos locales a las
neuronas latentemente infectadas del dermatoma im-
plicado o por estimulos sistémicos como el estrés emo-
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cional o fisico, estados de hipertermia, exposicion a luz
UV y desequilibtios hormonales.* Més de la mitad de la
poblaciéon mundial, ha sido infectada con este virus. Su
reservorio principal es el ganglio trigeminal (GT) laten-
temente infectado, cuya reactivacién causa la recurren-
cia del herpes labial/facial. La frecuencia de estas le-
siones recurrentes es relativamente constante oscilando
alrededor del 33% de la poblacién.® La infeccién oral
causada por el virus HSV-1 representa uno de los pro-
blemas mas importantes en la consulta odontologica.
Toda persona infectada, establece una infeccién latente
y desarrolla lesiones recurrentes, aumentando de este
modo, la propagacién de la infeccién. Se trata de un
agente infeccioso para el cual no existe un tratamiento
curativo. Aunque se sabe que la infeccién, rara vez es
fatal, hay casos en los cuales puede causar enfermeda-
des mas serias como la encefalitis herpética, pues por el
neurotropismo del virus puede alcanzar el sistema net-
vioso central. El sistema inmune no es suficiente para
controlar permanentemente al HSV-1 y es un problema
de salud que sigue sin resolverse.

La respuesta innata del organismo a la infeccién
viral incluye la produccién celular de IFN tipo 1 (IFN-
o/B). El aumento de esta citoquina dentro de la célula
induce la produccién de mas IFN por parte de la mis-
ma célula (regulacién autocrina), involucrando tam-
bién a las células circundantes (regulaciéon paracrina).
E1IFN-§ al unirse a su receptor activa una cascada de
sefializacién que conduce a la expresion de genes que
codifican para proteinas especificas que inhiben la re-
plicacién viral. En cultivos de ganglio trigeminal mu-
rino infectados con HSV-1 se ha demostrado la pro-
duccion y regulaciéon autoctrina/patracrina de IFN-B¢
y la produccién de Oligo-adenilato sintetasa la y 1b
(Oas 1a y Oas 1b) que contribuyen a la degradacion
del ARN viral y celular.” Existen varias investigaciones
en las que se ha comprobado la produccion y el efecto
protector de esta citoquina en modelos murinos 7 vivo
e in vitro; sin embargo, no se ha establecido un modelo
de células neuronales humanas en el cual se evalte el
efecto antiviral del IFN-$ contra el virus HSV-1. Por
tal razén, en este trabajo nos propusimos establecer la
produccién recombinante de IFN-$ y su evaluacion
preliminar como molécula anti-herpética en el pro-
posito de establecer un modelo de estudio del virus
en células de neuroblastoma humano, como un paso
hacia la busqueda de alternativas terapéuticas que be-
neficien a los pacientes con infecciones por HSV-1.
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MATERIALES Y METODOS

Probuccion DeL PLASMIDO PARA IFN- murino
Se utilizaron bacterias E. co/i de la cepa DH5u previa-
mente transformadas con el plasmido recombinante
pkCMV-IFN-8 (donacién del Dr. Daniel J.J Carr; U.
of Oklahoma; Dept. of Ophtalmology). Este plasmi-
do, contiene el gen para IFN-B bajo el control de un
promotor de citomegalovirus, por lo que sirve como
vector de expresion en células mamiferas. Las bacte-
rias transformadas se seleccionaron en un medio con
kanamicina 30 ug/ml (ICN), ya que el plismido posee
un gen de resistencia a este antibidtico.® A partir de las
bacterias transfectadas, se hizo purificacion del plas-
mido con el estuche Wigard Plus ST Minipreps ADN
Purification Systen siguiendo el protocolo del fabricante
y se verifico la calidad y cantidad de ADN plasmidico
usando un espectrofotémetro a 260 nm. Los plasmi-
dos fueron verificados mediante un ensayo de PCR,
que permitia la amplificaciéon especifica de un frag-
mento del gen de IFN-8 humano.®

Se hizo digestién de una alicuota del plasmido con
la enzima de restriccién Sca-1 (Promega) que corta el
plasmido en la secuencia correspondiente a IFN-§,
para usatlo como control de transfeccidn, ya que se
conoce que los sistemas de transfeccién pueden in-
ducir la expresion de IFN. El plasmido cortado, se
separ6 por electroforesis y se re-purificé y cuantificd y
fue usado como control de transfecciéon (mock).

TRANSFECCION DE CELULAS L929

coN EL PLAsmIDO PKCMV-IFN-8

Se cultivaron 20.000 células 1929 (ATCC, Catilogo
CCL-1) por pozo en cajas de 24 pozos (Corning) en me-
dio DMEM vy Suero Fetal Bovino (SFB, Gibco) al 5%
por 24 horas. Para la transfeccion se utilizé el sistema de
liposomas catiénicos Transtast Transfection Reagent (Pro-
mega). Se realizaron 2 controles, uno con medio fresco
mas liposoma catiénico y el otro con liposoma catiénico
y plasmido cortado (Mock). Adicionalmente se transfec-
taron dos grupos de células con 1y 2 ng de ADN plas-
midico mas TransFast. Después de 48 horas de transfec-
cién se recogieron los sobrenadantes de las células, se
liofilizaron y se guardaron a -80°C hasta su uso.

RT-PCR para IFN- muriNO
Se hizo extraccion de ARN de las células 1.929 en to-
das las condiciones del experimento de transfeccion,
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utilizando el sistema de tiocianato de guanidinio (Tti-
zol, Invitrogen). E1 ARN obtenido se resuspendié en
30 pl de agua libre de ARNasas (DEPC 0,1%, Sigma)
y se almacend a -70°C hasta su uso. La transcripcién
reversa se hizo a partir de 150 ng de cada muestra de
ARN usando primers oligo-(dT) y buffer de retrotrans-
cripciéon (buffer 5X, dNTPs 1 mM, ARNsin 0.5 pl,
transcriptasa reversa M-MLV 1 ul y ddH2O). Se incu-
bé la reacciéon por 60 minutos a 42 °C. EI ADNc se
usé para amplificar por PCR los mensajeros de IFN-
en una reaccién que contenfa 2 pl de ADNc de mues-
tra, MgCl, 25 mM (Promega), dNTPs 10 uM (Sigma),
enzima Taq polimerasa 0,25 pl (Promega), primer
sentido 20 pM (GCA GCT GAA TGG AAA GAT
CA), primer antisentido 20 pM (TGG CAA AGG
CAG TGT AACTC).® Las condiciones utilizadas para
amplificar este gen fueron: temperatura inicial 94°C
por tres minutos; 35 ciclos de 94°C por 30 segundos,
64°C por un minuto, 72°C por un minuto; extension
final a 72°C por 10 minutos. Para el analisis de los
productos de la PCR, se realiz6 una electroforesis en
gel de agarosa al 2% (Lonza) y tefiidos con bromuro
de etidio 0,5 pg/ml (Sigma). La amplificacién positiva
se verificé por la presencia de amplicones de 97 pb.

Bioensayo PARA IFN-8 EN cELuLAs L929

El bioensayo, consiste en probar la actividad biologica
del IFN-B producido, sobre un sustrato celular desa-
fiando con un virus sensible a la actividad de IFN (vi-
rus de estomatitis vesicular, VSV); si la citoquina esta
activa, protegera a las células de la muerte inducida
por el virus (efecto citopatico, ECP). Los fibroblas-
tos murinos 1.929 se cultivaron en cajas de 96 pozos
(Corning) con DMEM (Sigma) mas 5% de SFB y se
trataron por 6 horas con diluciones 1:8 y 1:4 del so-
brenadante de las células transfectadas (IFN-p). Lue-
go de retirar el IFN-§ se adicionaron varias diluciones
del in6culo viral de VSV por una hora (MOI: 0,2, 0,5
y 1, MOI: Multiplicity of Infection 1, significa que se
inocula una particula viral por cada célula en el pozo).
Los controles se trataron con el sobrenadante de las
células transfectadas con el plasmido cortado (mock)
o con medio de cultivo fresco.

Todas las células se dejaron por 18 horas post in-
feccion (p.i.) a 37°C y se procesaron para evaluar el
ECP por la técnica de MTT (bromuro de 3-(4,5-dime-
til-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio, Sigma). Este
compuesto, de color amarillo se reduce formando



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

cristales de formazan de color violeta, por una reac-
cién enzimatica llevada a cabo por deshidrogenasas
celulares, demostrando la integridad metabdlica. Se
adicionan 100 pl de MTT (0,5 mg/ml, Sigma) en cada
pozo y se incuba por 4 horas a 37°C, luego de retirar-
lo, el formazan se solubiliza con dimetil sulféxido por
10 min y se ley6 la absorbancia en un lector de ELISA
(Stat Fax 2100) a 570 nm. El color y la absorbancia
sera mayor entre mas células viables haya. Cada con-
dicién se hizo por cuadruplicado y se repitié dos ve-
ces. Los datos de absorbancia fueron promediados y
analizados por una prueba 7 de Student, comparando las
absorbancias de los cultivos infectados, no infectados
y tratados o no con el sobrenadante o con el mock.

EvALUACION ANTI-HERPETICA DEL IFN-3 MuRrINO
RECOMBINANTE SOBRE NEURONAS SH-SY5Y

ElI HSV-1 fue cosechado a partir de células Vero inocu-
ladas con una muestra de una vesicula de un paciente
con herpes labial recurrente, cuya confirmacién se hizo
mediante ensayo de PCR, que permitia la amplificacién
especifica de un fragmento del gen de la polimerasa vi-
ral de HSV-1, usando primers reportados previamente.’
El sobrenadante (cosecha viral) fue recolectado 96 h
después de la inoculacién cuando se evidencié ECP y
se hizo titulacién sobre células Vero con el ensayo de
formacion de placas de lisis. La linea celular neuronal
SH-SY5Y fue adquirida comercialmente (CRL-2266,
ATCC); se cultivo en medio de cultivo DMEM con un
suplemento de 10% de SFB, y se mantuvo a 37°C con
5% de CO2. En experimentos previos se definié que
se debia infectar a estas neuronas con una MOI: 0,5 de
HSV-1 por 18 horas. Fueron sembradas 50.000 células
por pozo en cajas de 24 pozos y luego de 48 h de ad-
hesion, fueron tratadas por 6 horas con diluciones 1:8
y 1:4 de los sobrenadantes de las 1.929 transfectadas
(IFN-B), luego se retiré el tratamiento y se adicioné la
suspension viral (HSV-1, MOI: 0,5) por una hora, se
lavé y se incubaron las células por 18 horas adicionales.
Momento en el cual se procesaron por la técnica de
MTT para evaluar el ECP. Se usé como control negati-
vo, el tratamiento con los sobrenadantes de las células
1.929 transfectadas con el plasmido cortado (Mock).

ANALISIS ESTADISTICO

Los anilisis estadisticos realizados a los valores de ab-
sorbancia de todos las pruebas se hicieron mediante la
prueba estadistica t de S#udent con una cola, asumien-
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do varianzas iguales; prueba en la cual el valor de p<
0.05 se consider6 significativo.

CONSIDERACIONES ETICAS

El trabajo de investigacion se llevé a cabo bajo toda
la normatividad ética vigente, tal como se establece en
la Resolucion No. 008430 de 1993 del Ministerio de
Salud, Titulos IV, capitulos I y II y Titulo V.

RESULTADOS

OBTENCION DEL IFN- MURINO RECOMBINANTE Y
ESTANDARIZACION DEL BIOENSAYO EN CELULAS L929

La amplificacién de los ARN mensajeros para IFN-3
se realiz6 por RT-PCR de los cultivos de células 1.929
transfectadas con el plasmido pkCMV- IFN- que
contiene el gen que codifica para dicha citoquina. La
presencia de amplicones, producto de la PCR se hizo
evidente luego de la electroforesis en gel de agarosa. El
ARNm para IFN-8 de las células 1.929 transfectadas
con 1 pgy 2 ug de ADN plasmidico se evidencia por
una banda intensa en el gel de agarosa (Figura 1). En el
bioensayo sobre las células 1.929, usando sobrenadantes
de células transfectadas, se encontré que un MOI:0,5
de VSV causa mis del 50% de muerte celular a las 18
horas (ECP) con respecto a las células tratadas con los
sobrenadantes de células transfectadas con el plasmido
cortado (Mock) (Figura 2). El tratamiento con ambas
diluciones de IFN-8 produjo un leve aumento del 25%
en la viabilidad de las células (p<0,05), cuando fueron
infectadas con VSV a un MOI de 0,5 (Figura 3).

EVALUACION DEL EFECTO ANTI-HERPETICO DE

IFN-8 MURINO RECOMBINANTE EN NEURONAS

El HSV-1 causé una perdida del 24% en la viabili-
dad de los cultivos de células neuronales humanas en
todos los MOI probados. Las células infectadas por
18 horas se observan con pérdida de la morfologia
neuronal y un hinchamiento citoplasmatico tipico del
efecto citopatico. La infecciéon por HSV-1 hace que
éstas se agrupen y generen un recogimiento de sus
prolongaciones, perdiendo asi, superficie de adhesion.
La prueba de proteccion al ECP inducido por el
HSV-1, en células SH-SY5Y tratadas con IFN-B, se
demostré mediante la prueba del MT'T. En este caso,
la mortalidad fue significativamente menor (2,5%) en
de las células tratadas con ambas diluciones (1:4 y 1:8)
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Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa de los amplicones para IFN-B obtenidos por RT-PCR a partir de
RNA de células L929 transfectadas. Tamafno 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 plasmido pkCMV- IFN-{3 cortado. Carril 6. Cultivo transfectado con 1 pg de DNA plasmidico. Carril 7. Cultivo
transfectado con 2 ug de DNA plasmidico. 8. Control positivo, amplificacién del plasmido.

Figura 2. Estandarizacion del bioensayo para IFN-3, sobre células L929 usando virus de estomatitis vesi-
cular. Ay B. Controles, cultivos no infectados y tratados con el sobrenadante de células L929 transfectadas
con el pldsmido 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 incubacién con el MTT (D). Note que hay un menor nu-
mero de células adheridas y viables. E. Fotografia de contraste de fase de un cultivo de células tratado con una
dilucion 1:4 del sobrenadante de células transfectadas (IFN-{3) e infectadas con VSV. F. Aspecto de los cristales
de formazan después de la incubacién con el MTT, el nimero de células positivas (viables) para MTT aumenté
significativamente. Las barras de magnificacion corresponden a 50 um.
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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-f 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-f3 indujo un aumento significativo en la viabilidad solamente en los
cultivos infectados a un MOI:0,5. El asterisco indica diferencias significativas con el control infectado y tratado

con el mock (p<0,05).

de los sobrenadante de las células 1.929 transfectadas
con respecto a los controles con medio y los controles
mock (Figura 4). En resumen, el HSV-1 causa muer-
te celular en las neuronas SH-SY5Y que es revertido
parcialmente por el pre-tratamiento con IFN-(3. No se

1,00
0,904
0,80
0,70+

0,60

Absorbancia (570 nm)

0,50

0,40 T T T
MOCK IFN-31:8 IFN-$1:4 MOCK IFN-B1:8 IFN-f1:4

No infectadas Infectadas

Figura 4. Medidas de las absorbancias (test de
viabilidad) en células de neuroblastoma SH-SY5Y
tratadas con IFN-B 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 sefala diferencias significati-
vas con respecto a los cultivos tratados con el mock
antes de la infeccién con HSV-1 (p<0,05).
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evidenci6 una disminucién en la cantidad de particu-
las virales producidas por los cultivos en cada condi-
cion (resultados no mostrados), cuando se hizo el en-
sayo de formacion de placas, ya que el titulo obtenido
en el control de infeccion fue de 7,0 x 10* UFP/ml y
en los cultivos tratados con el mock fue de 8,6 x 10*
UFP/ml. Cifras similares se encontraron en los culti-
vos tratados con una dilucién 1:8 del sobrenadante de
células transfectadas con el plasmido de IFN-$ (1,0 x
10° UFP/ml) y los tratados con una dilucién 1:4 del
sobrenadante (1,0 x 10° UFP/ml).

DISCUSION

Los Interferones «/B enddgenos son citoquinas anti-
virales que antagonizan la replicacién del virus HSV-1
a nivel de transcripcién y traduccion. Estas citoquinas,
controlan la infeccion aguda por HSV-1 y facilitan la
respuesta inmune adaptativa durante la infeccién. Sin
embargo la infeccion persiste, evidenciando que el vi-
rus es capaz de bloquear la respuesta antiviral protec-
tora del IFN. Los IFN-o/f actdan a través del mismo
receptor, facilitando la transfosforilacién y activacion
de Tyk2 y JAK1, y por dltimo a la molécula STAT.” Se
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ha demostrado por ensayos de inmunoquimica, que la
infeccién por HSV-1 en ratones induce la produccion
de IFN-B y el aumento en la sintesis del respectivo re-
ceptor pata la citoquina; demostrando de esta manera
que parte de su alta efectividad antiviral, se debe a la
capacidad de regulacion autoctrina/paracrina.®

Este mecanismo involucra el nivel de expresion
y/o fosforilacién de JAK1 y STAT1. La fosforilacion
de STAT1, permite la translocacién al nucleo del fac-
tor ISGE3; lo cual induce la transcripcién de genes
estimulados por IFN. Dos vias antivirales principales
se activan con la unién de IFN-§ al receptor: OAS y
PKR. OAS permite la activacién de ARNasa-L end6-
gena, la cual degrada transcritos virales e inactiva la
maquinaria transcripcional. Por su parte PKR cataliza
la fosforilaciéon del factor de iniciacion de la traduc-
ci6én elF-2a, impidiendo el intercambio de nucleéti-
dos de guanina, catalizado por este factor; inhibiendo
de ésta manera la traduccién en la célula hospedera.
Se sabe que la infeccién con HSV-1 en cultivos de
ganglio trigeminal murino, induce un aumento en la
transcripcion de los genes OAS-1a, OAS-1b, PKR y
ARNasa L. A pesar de haber un mayor numero de cé-
lulas no neuronales en dichos cultivos, las células mas
susceptibles a la infeccién son las neuronas, eviden-
ciando de esta manera el neurotropismo de este agen-
te viral.® Estos resultados se relacionan con el notable
efecto citopatico observado en los cultivos de células
de neuroblastoma humano SH-SY5Y infectadas con
HSV-1 a diferentes MOI en este trabajo.

No se conoce la forma como el HSV-1 antagoni-
za la activacion de la cascada de sefializacién induci-
da por IFN durante la infecciéon. Se propone que la
proteina ICPO puede estar implicada en este bloqueo
por la disrupcién de los dominios nucleares ND-10;
lugar donde se lleva a cabo la activacién de los genes
relacionados con IFN." Otra via por la cual puede
ocurrir dicho bloqueo, es debido a que el virus HSV-
1 antagoniza la fosforilaciéon de STAT1 inhibiendo la
activacion de JAK1."

En este trabajo se estandarizé el bioensayo para
probar el efecto del IFN-8 murino recombinante en
células 1.929 infectadas con virus de estomatitis vesi-
cular a diferentes MOI, encontrando un efecto pro-
tector del IFN-8 murino recombinante producido.
Este efecto protector se relaciona con los resultados
obtenidos por Maheshwari et al," en los cuales se de-
mostré mediante microscopia electrénica que el tra-
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tamiento con IFN-8 murino en células L. (las células
1.929 son un clon de la cepa L) infectadas con VSV,
reducia significativamente las glicoproteinas superfi-
ciales del VSV,® generando de esta manera, vitiones
con poca capacidad infecciosa.

En estudios recientes se evaluo la eficacia anti-her-
pética del IFN-8 y de los diferentes subtipos de IFN-o
en cultivos de células 1.929 mediante transfeccion
usando como vector el mismo plasmido usado en este
trabajo (pkCMVintPolylink). Se demostré que las cé-
lulas transfectadas con el pldsmido recombinante de
IFN-8 son menos sensibles a la infeccién por el virus
HSV-1, que las células transfectadas con el plasmido
recombinante que contenfa los diferentes tipos de
IFN-o. Esta diferencia en el efecto protector se debe
a la fuerte activacién de STAT1 por parte del IFN-
a las 18 horas después de realizada la transfeccién y a
que el IFN-B transgénico suprime la expresion de los
genes virales «, B yy ICP27, TK y ¢B respectivamen-
te)."" La transfeccién de células Vero con el plasmido
de IFN-B reprime la replicacién del ADN y la sintesis
de proteinas del HSV-1, con un aumento concomitan-
te de transcritos para STAT1, PKR y OAS.* En este
trabajo encontramos que el IFN-8 murino recombi-
nante producido con el mismo vector, tiene un efecto
protector significativo tanto contra el VSV como el
HSV-1 en células 1.929 y en células SH-SY5Y a las 6
horas de realizado el tratamiento; sugiriendo una acti-
vacion del efecto protector del IFN-B y la consecuen-
te inhibicién en la expresion de genes de ambos virus.

Previamente se ha reportado, mediante PCR para
amplificar transcritos del HSV-1 que el tratamiento
con IFN-B humano no evita que el HSV-1 entre a las
células SK-N-SH (las células SH-SY5Y fueron clona-
das a partir de esta linea) y el efecto inhibitorio pue-
de ser bloqueado incrementando el MOI a utilizar.”
Esto podtia explicar en parte que a pesar de haber
encontrado un efecto anti-herpético del IFN-8 mu-
rino recombinante en células SH-SY5Y humanas en
este trabajo, evidenciado mediante mediciones de la
viabilidad celular; los sobrenadantes recolectados de
este experimento analizados por el ensayo de plaqueo,
no muestran una disminuciéon en la produccion de
particulas virales con dicho tratamiento. Hay eviden-
cias que indican que la combinaciéon del IFN-B con
el IFN-y potencializa el efecto anti-herpético i vitro
e in vivo.® En este trabajo no se compar6 la bioactivi-
dad del IFN-$ murino recombinante producido con



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

un IFN-$ estindar (entre otras cosas porque no esta
disponible). Por esta razdn, es posible que el moderado
efecto anti-herpético del IFN- murino recombinante
en las células SH-SY5Y, se deba a la falta de calidad o a
una falla en la produccion de la proteina recombinante.
Se requiere, cuantificar por ELISA la proteina produci-
da o compararla contra un estindar 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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