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Resumen

Virus del herpes simple (HSV) es un virus muy comun en todo el mundo y en los
Estados Unidos va en aumento, a la par como el VIH y la enfermedad de
Alzheimer. En la naturaleza la radiacién ultravioleta germicida es una parte de la
radiacion solar. El objetivo de este trabajo es evaluar y producir datos que
proporcionen informacion basica sobre la tasa de inactivacién de la luz UV-C
cuando se prueba contra el VHS 1 in vitro. El ensayo experimental y disefios de
fisica se hicieron con una fuente de radiacién ultravioleta "Sterilray", Corporation
(patente en curso). Este equipo puede emitir radiacién de longitud de onda de la
banda MUV-C. Células VERO estaba infectado con el virus HSV-1 cepas (KOS)
obtenidas de la ATCC. Una Monocapa de células VERO se extendido y se
infectaron con 100 Unidades formadoras de placa (UFP) / ml de HSV-1 y se
incub6 a 37 ° C, a 65 rpm por 1 h. Después de la infeccion de los cultivos de

células VERO estas se expusieron a diferentes tiempos de irradiacion de luz UV-
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C, a temperatura ambiente para observar el efecto de la irradiaciéon UV en el virus

herpes.

Abstract

Herpes simplex virus (HSV) is a virus very common around the world and the
increase in the United States goes for, many co-infections as HIV and closed
relationship with Alzheimer disease.

In nature germicidal ultraviolet is a part of the sun radiation however; most
germicidal radiation (UV-C) does not reach earth, that is mind many virus particle
are not inactivated. The goal of this work was to evaluate and produce data that
provides basic information on rate of inactivation of UV-C light when is tested
against HSV 1 in vitro. The experimental physics assay was made and designs
with a source of ultra violet radiation “Sterilray”, Corporation (patent in course).
This equipment can emit wavelength radiation of mUV-C band. VERO cell was
infected with HSV-1 strains (KOS) obtained from ATCC. Monolayer VERO cell was
spread and infected with 100ufp/ml of HSV-1 and incubated at 37°C, 65 rpm per 1
h. After infection them was different time UV-C light irradiation, the exposure were

performed at room temperature.

Palabras Clave: virus Herpes (HSV), radiacion ultravioleta, nanoparticulas.

[. Introduccion
Este proyecto se envio para participar en la convocatoria de redes
teméticas de Cuerpos académicos, concursando los CA: Nanobiotecnologia (CA
304) y Matematicas Aplicadas (CA 32) de la UANL, a través de Promep de 2012-
2014, siendo aprobada por dos ocasiones, en 2013 y 2014. Cabe mencionar que
la red fue llamada Nanobiotecnologia. En México no se tiene informacion

consensada acerca de la susceptibilidad contra antivirales para las cepas del virus
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de Herpes Simple (VHS) que circulan en nuestra region; sin embargo, es conocida

la ceroprevalencia de esta infeccion y la falta de cultura de la poblaciéon para
obtener un control y tratamiento contra estos virus. Asi como las bacterias
adquieren resistencia a los antibidticos, los virus desarrollan resistencia a los
antivirales. En este proyecto se busca combatir el virus por los diferentes medios
de investigacion mediante el uso de nanoparticulas de oro y plata para el
tratamiento del virus de Herpes Simple en combinacién con el efecto de los rayos
UV. La interaccion de las nanoparticulas metalicas de oro y plata se realiza
cuando la radiacién ultravioleta producida por la lampara STERIL RAY ® incide en
las nanoparticulas metalicas “in situ” en el cultivo de células VERO con el virus
Herpes Simplex, produciéndose un plasmon de resonancia caracteristico y
especifico que depende del niumero atdmico Z del elemento (oro y plata) y que
provoca la resonancia de los electrones de los atomos de oro y plata del “cluster”
de nanoparticulas en respuesta a la radiacion que llega por la exposicion a la luz
ultravioleta, causando la absorcion y la dispersion de la luz UV. Este efecto es el
gue se aprovecha para destruir el virus Herpes Simplex (VHS) por calentamiento
local en un &rea especifica como blanco y liberacion de energia de las
nanoparticulas, logrando un deposito intracelular de alta energia con gran
importancia en medicina terapéutica de nanoterapia fototérmica con
nanoparticulas de plata de aproximadamente 20 nm y con una distribucion muy
estrecha.

Los Herpes virus son viriones de 150nm con una envoltura que contiene
glucoproteinas, posee un centro con ADN rodeado por una capside icosahédrica
cuya replicacién ocurre en el nucleo a nivel intracelular. (Figura 1) Los
herpesvirus se clasifican en 3 grupos: alfa, beta y gamma. El VHS tipo 1 y 2
pertenecen al grupo de los alfaherpesvirus. De los mas de 100 tipos diferentes de
herpesvirus, 8 (probablemente 9, aun no definido) se han encontrado en humanos:

HSV-1y 2; Varicela; Epstein-Barr; Citomegalovirus, HHV6, 7 y 8.
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El virus Herpes Simplex (VHS), es uno de los virus patégenos de mayor

transmision en los paises industrializados. EI VHS es una enfermedad
ampliamente distribuida en todo el mundo, que se caracteriza por la aparicién de
vesiculas sobre una base eritematosa en mucosa y piel, llegan rdpidamente a
erosionarse provocando la aparicion de Ulceras, generalmente acompafnada por
fiebre, linfadenopatia, malestar general y dolor en las regiones afectadas
(Likhitwitayawuid et al 2005. Ferrandiz et al. 2001), esta enfermedad es causada
por virus herpes simplex tipo 1 (VHS-1), principalmente asociadas a las lesiones
orofaciales y por virus herpes simplex tipo 2 (VHS-2), principalmente asociadas a
las lesiones genitales (Conde-Gonzalez et al. 2003). A la fecha existen reportes de
la importancia del VHS-1 en el desarrollo de encefalitis herpética con un alto indice
de mortalidad y actualmente el VHS-1 esta estrechamente relacionado con el
péptido beta amiloide generado en el Sindrome de Alzheimer. Por otra parte
algunos estudios muestran que la infeccion por el VHS-2 aumenta el riesgo de
contraer el VIH/SIDA (McQuillan et al. 2008). Los virus del herpes se caracterizan
por su capacidad de permanecer en las células nerviosas del huésped, y con el
tiempo pueden ser reactivados varias ocasiones (Lowden et al. 2003).

El tratamiento consiste de drogas como el Aciclovir, Ganciclovir o
Famciclovir, que son analogos de nucledsidos e inhiben la ADN polimerasa,
también actian como sefialadores que impiden la elongacién del ADN viral. Sin
embargo, debido a que estos agentes antivirales puede producir efectos toxicos,
ademas de la aparicion de nuevas cepas de VHS resistentes a estos farmacos en
pacientes inmunocompetentes asi como en inmunocomprometidos, ademas de
gue esta infeccidn viral cuenta con una alta prevalencia de aproximadamente 7.4%
(Reichling et al. 2008), es necesario investigar nuevas opciones de tratamiento

antiviral.
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Figura 1: Estructura Virus Herpes Simplex

En el presente estudio desarrollaremos y produciremos biomaterial a nivel
de nanoparticulas naturales que porten o acarren actividad antiviral contra el VHS
1y 2, evaluaremos las propiedades bioldgicas de citotoxicidad de nanoparticulas
de plata y oro, asi como el efecto de la luz UV como posibles candidatos a portar
actividad antiviral contra HSV-1 y HSV-2 por métodos de reduccion de placas en
un modelo de infeccion experimental in vitro.

II. Metodologia

Determinacion de la actividad antiviral de nanoparticulas.

A partir de los titulos virales se ajustara a una concentracion de 100 UFP/0.5mL.
Para este ensayo se realizaran placas de cultivo de 12 pozos que contendran
3x10° células cada una. Simultineamente se realizara la dilucién correspondiente
de las nanoparticulas de oro o plata respectivamente y por separado. Debera
incluirse un control con Aciclovir (ACV), un control de células sin virus y sin
antiviral. Ademas incluiremos diferentes concentraciones de cada una de las
nanoparticulas. Posteriormente, se dejard en una incubadora a 37°C en agitacion
suave durante 1 hora. El exceso de la suspension viral se retirard y se
suplementard& con medio de cultivo A-DMEM con 0.32% de 1gG. Las
nanoparticulas deberan estar incluidas en el medio de cultivo a diferentes

concentraciones. Las placas de cultivo posteriormente se incubaran en las mismas
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condiciones descritas previamente durante 72 horas. Se realizara la lectura

posterior a la tincién con Giemsa, y se cuantificara la disminucion en las UFP de
acuerdo a la concentracion y a las nanoparticulas con actividad antiviral utilizadas,
se calculara la IC50 de cada uno de los antivirales. Este ensayo sera por
triplicado para cada uno de los dos virus, VHS-1y VHS2.
Determinacion de la actividad viricida de la radiacion UV

Este estudio se determinard la actividad viricida de diferentes fuentes de UV
(A, By C) en los cultivos de infeccidon por herpes, todo se realizara en las mismas
condiciones como se mencion6 anteriormente para las nanoparticulas, inclusive
se combinaran los dos estudios en presencia y ausencia de UV, ademas se
disefiaran los instrumentos necesarios para evaluar la intensidad, penetracion,
dispersion y tiempo de exposicion de la radiacion UV sobre los cultivos celulares
infectados.
Determinacion de la actividad viricida de las nanoparticulas de oro y plata en
combinacion con el efecto de la radiacion UV

Se realizar4 un disefio experimental de estudio para probar la causa y
efecto entre las variables de los efectos de las nanoparticulas de oro y plata, y la
interaccion de la radiacién UV en las infecciones por el virus del Herpes Simple. El
disefio experimental especifica un grupo experimental y un grupo de control. La
variable independiente sera administrada al grupo experimental y no al grupo de
control, y ambos grupos se medirdn con las mismas variables dependientes. Se
utilizaran posteriores disefios de experimentos para mas grupos y mayor cantidad
de mediciones para periodos mas largos. Los resultados recopilados deben de
tener control, aleatoriedad, y manipulacién. En este proyecto se propone utilizar el
Método de Disefio Experimental ANOVA y la optimizacion de los mismos
resultados experimentales por el Método de Minimos Cuadrados.

Experimentacion para la obtencién de Nanoparticulas de oro y plata
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Para esta parte se utilizara el extracto de Aloe Barbadenses de 1-40 gr de

extracto fresco por prueba. Este extracto se calentara en un recipiente con agua
desionizada a 100 ° C con agitacion durante 10 minutos y se filtrard en tres
ocasiones. A continuacion, 10 a 50 mililitros de los extractos de estas plantas, se
disolverdn en agua o en etanol con agitacién vigorosa, con calefaccién en el
reflujo, hasta alcanzar la temperatura deseada. Después, se adicionara a este
extracto una solucion acuosa de 0,1 mM de metal precursor, con agitacion
continua durante 30 minutos a 24 h en el reflujo, y en un rango de temperaturas de
trabajo de 60 a 100 °C. Por ultimo, se filtrard la solucion para la obtencién de
aglomerados que contienen nanoparticulas de oro y plata.

Experimentacion para la examinaciéon del Virus Herpes Simplex

Cepas virales de referencia:

En este trabajo utilizaremos las cepas de referencia para VHS-1 KOS
(VR1493), para VHS-1 y VHS-2G (VR734) para VHS-2, de la ATCC (American
Type Culture Collection), seran mantenidas A -80 °C.

Obtencidn y aislamiento de las particulas virales a partir de las cepas de
referencia

Para obtener una mayor concentracion de particulas virales se realizara
una infeccion celular en la linea celular epitelial VERO, en monocapa sobre
frascos T25, a una confluencia del 80-90%. Los frascos T25 se incubaran a 37°C
en agitacion a 250rpm durante 1 hora en presencia de una cantidad determinada
de particulas virales para inducir la infeccion en las células; posteriormente se
agregaran 0.5ml de medio de cultivo Advanced-DMEM, 5% FCS vy se dejaran
incubando a 37°C/5% CO2 y 10% de humedad durante 72 horas para observar el
dafio citopatico, posteriormente, se cosecharan las células infectadas con el virus
aislado y este se almacenara en alicuotas de 1mL a -80°C hasta su uso.
Obtencidn del stock viral (P2)
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A partir de las muestras obtenidas de los cultivos mencionados

anteriormente, las muestras se descongelaran gradualmente colocando en frascos
de 175 cm2 con células VERO confluentes para cosechar hasta ver infeccion al
90%. Se realizaran alicuotas y se almacenaradn a -80°C hasta su utilizacién. Se
trabajara con 2 cepas de referencia obtenidas de la ATCC, las cuales
corresponden a la cepa KOS para VHS-1y G para VHS-2 por separado.
Titulacion viral

Se tomara 0.5mL del vial del aislado correspondiente para su amplificacion
y titulacion, se realizaran diluciones seriadas logaritmicas base 10 de 1x10?!
hasta 1x10%°, las diluciones se realizardn en una solucién amortiguada PBS/
glucosada. Una vez realizadas las diluciones cada una de éstas se colocara en
placas de 6 pozos que conteniendo 5x10° células VERO, se incubara a 37°C en
agitacién de 250 rpm durante 1 hora. Posteriormente se descartara la suspension
viral y se reconstituird con medio de cultivo A-DMEM con 0.32% de IgG. Las
placas de cultivo posteriormente se incubaran en las mismas condiciones
descritas previamente durante 72 horas. Posteriormente, se retirardn de
incubacion y se eliminara el medio de cultivo, finalmente se tefiran con de
Giemsa, para cuantificar la unidades formadoras de placas por mililitro (UFP/mL),
e identificar el titulo viral del stock evaluado.
Objetivo General: Determinar el efecto antiviral de nanoparticulas de oro y plata
en un medio con rayos UV en la infeccion in vitro de células epiteliales con virus
Herpes Simplex (VHS).
Objetivos particulares

1. Estudiar las infecciones causadas por los VHS 1 y 2, involucrando a los

Cuerpos Académicos y Grupos se Investigacion, de la red tematica;

propiciando la colaboracién entre los CA para el desarrollo de soluciones a

problemas de interés regional o nacional basados en la investigacion y en el

desarrollo tecnolégico.
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2.

3.

Amplificacion, y caracterizacion de las particulas virales VHS1 y 2.

Obtener nanoparticulas de oro y plata durante todo el proyecto por el

Método de Quimica Verde.

Implementacion de un dispositivo capaz de controlar la emisién de rayos UV
en un portamuestras contra el VHS en presencia y ausencia de

nanoparticulas de oro y plata, respectivamente.

Evaluar el efecto de reduccién de placas virales por la emision UV A, B, y C,
por nanoparticulas y por la combinacién de los dos efectos en una infeccion

experimental in vitro.

Realizar un tratamiento estadistico de la poblaciéon del virus de Herpes,
antes y después de cada ensayo.

Realizar un modelo de crecimiento del Herpes.

Obtener un modelo matemaético de la interaccién UV con las nanoparticulas

de oro y plata en el medio con el virus del Herpes.

Metas Cientificas

1.

Determinacién de la actividad antiviral de nanoparticulas asi como de la
actividad viricida de la radiacion UV.

2. Determinacion de la actividad viricida de las nanoparticulas de oro y

plata en combinacion con el efecto de la radiacion UV. Disefio experimental

del estudio. La publicacion de un capitulo de libro sobre el Método de Quimica

Verde en el primer afio. Organizacion de ler Simposium Internacional de

Nanobiotecnologia en la FCFM, con memorias y mas de 60 trabajos

presentados en ponencias y posters.
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3. Registro de una patente sobre particulas de plata.Presentacion de trabajos

arbitrados, en Congresos Cientificos de reconocido prestigio como en el BIT's
1st Annual World Congress_of Advanced Materials-2012 en China 2012.

4. Participacion en el Congreso Internacional ICMEAE2015-IEEE.

lll. Resultados

Los resultados muestran que la actividad viral de la exposicion UV -C con
intensidad 18mWcm , redujo un 54 % la formaciéon de PFU en un tiempo de 30
minutos. Hasta ahora la radiacion ultravioleta C es adecuada y precisa para
inactivar particulas del virus del herpes en presencia de nanoparticulas metélicas
de oro y plata.
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