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CONFERENCIAS MAGISTRALES

M1. ESTADO ACTUAL DEL DENGUE EN EL QUINDIO, COLOMBIA

JOHN C. CASTANO, MERCEDES GONZALEZ DE SCHROEDER,
ALEJANDRA M. GIRALDO, LEONARDO PADILLA

Grupo de Inmunologia Molecular (GYMOL), Universidad del Quindio,
Armenia, Colombia.

RESUMEN

El dengue es una enfermedad febril aguda de origen viral, que se caracteriza por fiebre, dolores musculares y
articulares, cefalea, dolor retro-orbital, linfadenopatias y exantema que puede evolucionar a una forma hemo-
rragica complicada; este se transmite por el mosquito Aedes aegypti, el cual presenta una localizacién tanto
intra como peridomiciliaria, con un predominio urbano, relacionado con altas densidades de poblacién tan-
to de mosquitos como de seres humanos. En los tltimos afios la incidencia del dengue ha aumentado en todo
el mundo y particularmente en Colombia el dengue clasico ha mostrado un comportamiento endemo-
epidémico desde 1978. Los cambios climaticos producidos por el denominado fenémeno del Nifio y la
expansion urbana, facilitaron el inicio de la primera epidemia de dengue en el departamento del Quindio. El
caso indice aparecié en Armenia el 30 de junio de 1997 y desde entonces se han registrado brotes epidémicos
en los afios 1998, 2001 y 2002 con casos en sus formas cldsica y hemorrdgica. En el afio 2002 en la ciudad
de Armenia fueron clasificados como dengue hemorragico, cuatro casos (0,1%) que cumplieron los criterios
establecidos por el Ministerio de Salud y de éstos fallecieron dos personas. A pesar de las medidas de vigi-
lancia epidemioldgica y de control de vectores establecidas por las autoridades sanitarias de la ciudad de
Armenia y el departamento del Quindio, llama la atencién el establecimiento de un estado de endemicidad
de esta enfermedad en la regién, por lo que se esta trabajando en la caracterizacién molecular e inmunoldgica
de los serotipos responsables del dengue clasico y hemorrdgico en el departamento del Quindio. Como resul-
tados parciales se ha logrado la clonacién de la proteina NS1, la determinacién de la respuesta de citoquinas:
interfer6n gama, IL10. Determinacién de sensibilidad, especificidad y valores predictivos de la prueba de
ELISA anti NS1. Estudios de Morfogénesis mediante la obtencién de un virus dengue recombinante: posibles
implicaciones patogénicas y terapéuticas.

Palabras clave: dengue, ELISA, clonacién, proteina NS1.

M2. FACTORES DEL AGENTE Y DEL HOSPEDERO EN LA RELACION VIRUS
DEL PAPILLOMA HUMANO Y CANCER CERVICAL

ALBA L. COMBITA, MONICA MOLANO, GIOVANNI DELGADO, DIEGO DUARTE,
ANTONIO HUERTAS, MARIA MERCEDES BRAVO

Grupo de Investigacién en Biologia del Céncer, Instituto Nacional de Cancerologia.
Bogotd, Colombia.

RESUMEN
Es ampliamente aceptado que los VPH son causa necesaria del cancer cervical y se han identificado mdltiples
factores asociados a la infeccién. Actualmente existe gran interés en identificar que factores, en el virus o en
su hospedero, favorecen que un subgrupo de infecciones por VPH no sean eliminadas, y persistan por tiempos
prolongados, ya que son estas infecciones las que tiene alta probabilidad de adquirir cardcter oncogénico
mientras que las infecciones transitorias no tienen un papel importante en el desarrollo de enfermedad clinica.
En nuestro grupo hemos estudiado de las variantes moleculares de VPH16 y la respuesta inmune humoral y
celular hacia diferentes proteinas virales. Hemos observado una alta prevalencia de variantes no europeas en
las pacientes con céncer y lesiones de alto grado. Este hecho puede explicar en parte la alta incidencia de este
cancer en nuestro pais. Actualmente estd en curso el andlisis de estas variantes y su relacién con la infeccién
persistente en una cohorte de mujeres de Bogota. Dado que se ha propuesto que el sistema inmune juega un
papel clave en el control de las infecciones por VPH, en esta misma cohorte examinamos la respuesta inmune
humoral hacia las capsides virales. El andlisis de la linea de base muestra una prevalencia del 19% de anti-
cuerpos hacia VPH, estd en curso el andlisis de los pacientes a los dos afios, para evaluar la asociacién entre
la presencia de estos anticuerpos y la persistencia o eliminacién de la infeccién. La respuesta inmune mediada
por células contra las oncoproteinas virales juega un papel importante en la eliminacién viral y la regresién de
lesiones, analizamos las frecuencias de LT ayudadores especificos de E7 en mujeres con cdncer antes y después



de la radioterapia. Encontramos repuestas de LT ayudadores contra esta proteina en cerca de la mitad de las
pacientes analizadas. Después del tratamiento, algunas pacientes mostraron un incremento en las frecuencias
de LTh tipo 1, lo que indica que la respuesta inmune celular especifica contra E7 puede ser modificada por
efecto de la RT, y podria llevar a una mejor respuesta al tratamiento.

Palabras clave: VPH, céncer cervical, variantes, respuesta inmune.

M3. BIOLOGIA DEL VIRUS DENGUE

JUAN C. GALLEGO-GOMEZ
Programa de Estudio y Control de Enfermedades Tropicales PECET.
Linea de Investigacién Biologfa Viral. Universidad de Antioquia. Medellin, Colombia.

La Biologia Viral es un término bastante amplio que comprende, fenémenos moleculares, celulares del virus
en la célula, el organismo hospedero y en las poblaciones, que pueden explicar el nicho tan particular que tie-
nen los virus - “pardsitos genéticos”, asi como sus implicaciones en la patogénesis, evolucién y potenciales me-
didas de control. Como nuestra linea de investigacién apunta a multiples aproximaciones -unas en curso y
otras por venir- la hemos denominado Biologia Viral (BV). Estamos interesados en aclarar algunos puntos ce-
lulares y moleculares, que podrian aportar en la comprensién de la patogénesis viral, para ello nuestros frentes
de trabajo son: 1. Patrén Evolutivo y Filogeografia del DENV en Colombia -Deteccién y Epidemiologia Mo-
lecular, Evolucién Experimental; 2. Obtencién de un cDNA infeccioso del DENV recombinante-GFP, para ané-
lisis celular y molecular de la infeccién viral; 3. Clonajes moleculares de genes estructurales y no estructurales
del DENV; 4. Participacién del citoesqueleto en el ciclo replicativo del DENV; 5. Expresién inducible de Rac1
y RhoA (Rho GTPasas) y la infeccién con DENV; 6. Evaluacién de la participacién de las balsas de lipidos y
las Rho GTPasas en la infeccién por DENV sobre células dendriticas y posible efecto antiviral de las estatinas.
En nuestro laboratorio usamos y pensamos implementar metodologias convencionales como titulacién por
plaqueo y aislamiento de virus, purificacién por ultracentrifugacién en gradientes continuos de sacarosa,
western blot e inmunoprecipitaciones. Asi como técnicas mas modernas - clonajes moleculares, bioinformatica,
RNAs interferentes, microscopia de fluorescencia de alta resolucién -citoesqueleto, organelos celulares y virus.
Ademds, la linea de BV trabaja en sociedad con la Dra. Gloria Patricia Cardona (Grupo de Neurociencias, |i-
nea Neurobiologia, UdeA) para desarrollar las 4reas de terapia génica, vectores lentivirales, expresién micro-
RNAs interferentes y bloqueo genes celulares implicados en enfermedades neurodegenerativas.

Palabras clave: dengue, biologfa viral, epidemiologia molecular, citoesqueleto, Rho GTPasas.

M4. IDENTIFICACION, CARACTERIZACION DE RECEPTORES CELULARES PARA ROTAVIRUS
Y BUSQUEDA DE FARMACOS QUE INHIBAN LA INFECCION

CARLOS A. GUERRERO
Laboratorio de Biologia Molecular y Celular de Virus, Facultad de Medicina,
Universidad Nacional de Colombia. Bogotd, Colombia.

RESUMEN
No se conoce el mecanismo utilizado por los rotavirus para infectar la célula, ni se conocen con exactitud las
moléculas receptoras de la célula que los rotavirus utilizan para infectarla. Nuestro gran objetivo es conocer
las interacciones iniciales rotavirus-célula hospedera, que conducen a una infeccién productiva, especifica-
mente aquellas relacionadas con la unién a proteinas celulares de superficie que los rotavirus utilizan como
receptores para infectar. Estudios realizados por el autor utilizando inhibidores metabdlicos sugieren que los
receptores para rotavirus en células epiteliales MA104 (derivadas de rifién de mono), involucran a una o varias
glicoproteinas N-glicosiladas, cuya funcién de receptor depende de esfingolipidos y de la presencia de coles-
terol. Estos componentes forman parte de lo que se conoce como microdominios lipidicos de baja densidad
(rafts). Mediante técnicas de separacion por electroforesis se aislaron cinco bandas que contenian proteinas
de la membrana citoplasmatica de la linea celular MA104, con capacidad inhibitoria de la infeccién de los
rotavirus RRV, Wa y nar. En dos de estds bandas encontramos la proteina integrina b3 y la proteina de choque
térmico HSC70 (heat shock cognate 70). Utilizando anticuerpos especificos, proteinas recombinantes, ligandos
naturales y células transfectadas se demostré que estas proteinas estdn implicadas en el proceso de entrada
del rotavirus a la célula. Otros investigadores han confirmado estos hallazgos. En la actualidad hemos
determinado que la proteina HSC70 y la integrina b3 se encuentran presentes en la membrana citoplasmatica
del enterocito de ratén lactante, ratén adulto, bovino, porcino y del humano, detectada mediante la técnicas



inmunoldgicas. Igualmente, mediante centrifugacién en gradientes de sacarosa demostramos que las dos pro-
teinas estan ubicadas en los microdominios lipidicos denominados <rafts< y ademds, mediante coinmunopre-
cipitacién y ELISA de captura encontramos que HSC70 y la integrina b3 estan asociadas formando un com-
plejo, dado que la unién se mantiene al disgregar los lipidos en cada una de las fracciones del gradiente de
sacarosa (datos no publicados). Adicionalmente, mediante inmunoprecipitacién determinamos que las pro-
teinas VP6 y VP4 de la capside de Rotavirus se unen a HSC70 a partir de lisados de células MA104 infectadas
con rotavirus, sugiriendo que HSC70 se une con varias proteinas virales. Igualmente, encontramos que tanto
las DLPs como los péptidos sintéticos (280-297) de VP6 y (531-554) de VP4, al adicionarlos a la célula
MA104 y Caco-2, compiten con el rotavirus RRV, YM y WA. Igualmente los anticuerpos policlonales en cone-
jos generados contra los péptidos sintéticos bloquean la infeccién de los rotavirus sugiriendo que las regiones
(280-297) de VP6 y (531-554) de VP4 estan implicadas en el proceso infeccioso. Del mismo modo, las células
MAT104 infectadas con rotavirus aumentan la expresién del mensajero y de la proteina HSC70 al analizarla
mediante RT-PCR y técnicas inmunoldgicas (citoquimica, fluorescencia, ELISA y Western blot), respectiva-
mente. Otra proteina encontrada en una tercera banda separada mediante técnicas de electroforesis fue la
Proteina Disulfuro Isomerasa (PDI). Los resultados hasta ahora obtenidos en nuestro laboratorio sugieren
que las proteinas disulfuro isomerasa estan implicadas en las reacciones tiol(-SH)/disufuro(-S-S-) en los even-
tos iniciales de entrada del rotavirus a la célula. Este trabajo permitié el inicio de busqueda de formacos capa-
ces de inhibir esta actividad con miras a tratamientos farmacolégicos de la infeccién rotaviral. Al analizar dife-
rentes AINES en las células MA104 y enterocitos humanos CCL-6, con rotavirus de origen humano (Wa, Wi,
M69) encontramos que se aumenta la infeccién y en cambio inhibe en su totalidad la infeccién del rotavirus
de origen animal RRV. Este hallazgo sugiere que los formacos tienen efectos diferentes dependiendo del virus
y quizd de la célula. Con base en estos resultados nos proponemos a futuro utilizar un modelo in vivo para
determinar el efecto inhibitorio de formacos AINEs y con grupos sulfhidrilo en la infeccién de rotavirus en cé-
lulas del intestino delgado de ratén lactante. Los trabajos que se estan realizados actualmente en el labora-
torio bajo mi direccién y co direccién de Orlando Acosta son ejecutados por estudiantes de pregrado, maes-
tria y doctorado vinculados al laboratorio.

Palabras clave: rotavirus, receptor, HSC70, integrina b3, PDI, farmacos.

M5. LOS VIRUS ENTERICOS COMO INDICADORES DE CONTAMINACION AMBIENTAL

MARIA F. GUTIERREZ
Grupo de enfermedades infecciosas, Departamento de Microbiologia.
Pontificia Universidad Javeriana. Bogotd, Colombia.

RESUMEN

Los virus entéricos y algunos otros que no causan gastroenteritis pero que son eliminados por materia fecal,
han cobrado gran importancia como indicadores de la contaminacién del ambiental. El motivo por el cual
no se ha implementado esta busqueda esta soportado por la dificultad de concentrar los virus presentes en
estos ambientes. Por esta razén se usan los bacteriéfagos como alternativas de contaminacién. No obstante,
se ha observado que los resultados de estos andlisis, presentan inconvenientes que dificultan su interpreta-
cién. En caso de lograr incluir la deteccién de estos patégenos como sistema indicador de contaminacién,
nos vemos en la necesidad de utilizar procedimientos de muestreo, concentracién y deteccién viral que ga-
ranticen alta sensibilidad y veracidad a los resultados. Es asi que se han implementado técnicas de Adsorcién
- elusién y técnicas de ultrafiltracién para lograr alta recuperacién viral, sobretodo de ambientes acuaticos.
Para el proceso de deteccidn, es importante escoger una prueba que determine la presencia del acido nucleico
y ojala exista la posibilidad de secuenciar al menos un segmento del genoma que nos brinde informacién su-
ficiente para entender el origen de dicha contaminacién con el objeto de proponer estrategias para su dismi-
nucién y control. Los rotavirus, adenovirus, norovirus, astrovirus y el virus de la hepatitis A, han sido los mo-
delos mds usados para demostrar como indicadores del problema ambiental que dia a dia va creciendo en
nuestro pais y en el mundo. Los adenovirus, el virus de la hepatitis E y el poliomavirus, se estdn proponiendo
como modelos alternos, de gran impacto para este fin. En la Universidad Javeriana, realizamos un estudio
piloto buscando virus entéricos en el agua del municipio de Facatativd, Colombia y encontramos proteinas de
rotavirus, astrovirus y norovirus en el agua potable, lo cual puede llevarnos a pensar que este es un vehiculo
importante de transmisién de esta patologia y que puede estar asociado con los indices de diarrea reportados
en esa region.

Palabras clave: contaminacién ambiental.



M6. AVANCES EN EL DIAGNOSTICO DE LA FIEBRE AMARILLA

JAIRO A. MENDEZ', JOSE USME?, GLORIA J. REY', CRISTINA DOMINGO?,
ANTONIO TENORIO?

' Grupo de Virologia, Laboratorio de Arbovirus, Instituto Nacional de Salud, Bogota,
Colombia.

? Grupo Pecet, Universidad de Antioquia, Medellin, Colombia.

* Laboratorio de Arbovirus, Instituto de Salud Carlos Ill, Madrid, Espafia.

RESUMEN

En Colombia la fiebre amarilla ha sido una constante principalmente en el Atlantico y a lo largo del rio Mag-
dalena; aunque el dltimo brote urbano en Colombia ocurrié en 1928 (El Socorro, Santander), el ciclo selva-
tico de la enfermedad se ha venido presentando de forma endémica principalmente en zonas boscosas cerca-
nas a los rios Magdalena, Guaviare, Catatumbo, Orinoco y Amazonas, y se han confirmado casos humanos
todos los afios desde 1934 cuando se implementé el programa de diagndéstico basado en viscerotomia; a pe-
sar de las medidas de vigilancia y control lideradas por el Instituto Nacional de Salud, durante los meses de
junio y agosto de 2003 se presenté un brote epidémico en areas selvaticas del Catatumbo, departamento del
Norte de Santander donde se confirmaron mds de 64 casos con un 35% de mortalidad, siendo los més afec-
tados hombres entre 15 y 45 afios que por condiciones de trabajo (talador, aserrador, minero, trabajador
agricola, etc.) se ven obligados a internarse en dreas selvaticas exponiéndose asi a la infeccién. Teniendo en
cuenta las condiciones epidemioldgicas de la enfermedad en dreas endémicas y como una estrategia para evi-
tar la reurbanizacion de la enfermedad, el control en zonas de alto riesgo debe incluir ademas de la vigilancia
seroldgica, una vigilancia virolégica sensible y especifica que permita detectar de manera precoz la circulacién
del virus y sus posibles variantes génicas. Asi, aunque el estudio histopatolégico acompafado de la inmuno-
histoquimica en cortes de higado adn constituye el método de eleccién para realizar el diagnéstico, la apli-
cacién de técnicas moleculares rapidas y relativamente sencillas tales como la RT-PCR a partir de muestras de
suero o tejido para la deteccién del virus fiebre amarilla, se convierten en un complemento esencial para una
vigilancia epidemioldgica eficiente en zonas vulnerables que por condiciones socio-culturales representen un
vehiculo ideal para la reurbanizacién de la enfermedad.

Palabras clave: fiebre amarilla, diagnéstico molecular, RT-PCR.

M?7. VARIABILIDAD GENETICA DEL VIRUS DE LA HEPATITIS B:
IMPLICACIONES CLINICAS Y TERAPEUTICAS

MARIA CRISTINA NAVAS
Grupo de Gastrohepatologia, Universidad de Antioquia. Medellin, Colombia.

La infeccion por el virus de la hepatitis B (HBV) contintia siendo un problema de salud publica a nivel mun-
dial, a pesar de la disponibilidad de una vacuna efectiva desde hace mas de dos décadas. Ademas de la com-
plejidad del manejo clinico de los pacientes, en su mayoria con infeccién persistente asintomatica, esta situa-
cién epidemioldgica en parte es consecuencia de la variabilidad genética del HBV. La ausencia de actividad
correctora de la transcriptasa reversa viral es la causa de esta variabilidad. El primer grado de variabilidad
corresponde a los ocho genotipos hasta el momento descritos, (A, B, C, D, E, F, G, H) con un grado de diver-
gencia del 8%. La identificacién de los genotipos circulantes en algunas poblaciones sugiere que el genotipo
C es mas frecuente en pacientes con diagndstico de carcinoma hepatocelular (HCC) y el genotipo A en pa-
cientes con infeccién asintomatica. Ademas el genotipo C parece tener una menor respuesta al tratamiento
con Interferén (IFN) que el genotipo B. También han sido caracterizados subgenotipos, como por ejemplo
Aa/A1, Ae/A2, Bj/B1, Ba/B2, Cs/Cyy Ce/C2 y se ha tratado de establecer si existe correlacién entre algunos
subgenotipos, la tasa de replicacién viral y la presentacién clinica. Estudios de epidemiologia molecular han
permitido caracterizar mutaciones en el genoma del HBV, en particular en el “Enhancer 11” y en el promotor
Core. Las mutaciones T1762/A1764, asociadas con disminucién de la produccién de antigeno e (HBeAg),
han sido identificadas en un alto porcentaje de aislados provenientes de pacientes con HCC. Estas mutacio-
nes podrian estar modificando la tasa de replicacién viral, el nivel de sintesis de la proteina Core y de la pro-
teina X, implicada en el mecanismo de hepatocarcinogénesis. La presencia de las mutaciones T1762/A1764
en aislados provenientes de pacientes con infeccién asintomatica, representa una posibilidad de implementar
medidas tendientes a disminuir el riesgo de desarrollo de HCC. Una de las medidas es la seleccién del antiviral,
teniendo en cuenta la carga viral, el genotipo y la seroconversién HBeAg/Anti-Hbe. La vigilancia epidemio-
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I6gica de la infecciéon por HBV debe incluir no solo la identificacién de los genotipos y subgenotipos circu-
lantes, mutantes asociadas a mayor patogenicidad, variantes de resistencia a antivirales, sino ademas la bus-
queda de variantes virales de escape a los Acs anti-HBs.

Palabras clave: virus de la Hepatitis B, variabilidad genética, genotipos, mutantes.

M8. PRELIMINARY ANALYSIS DENGUE TRANSMISSION DYNAMICS IN COLOMBIA, 2000-2005

HARISH PADMANABHA, SALUA OSORIO, GILMA MANTILLA
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ABSTRACT

Epidemiological models and field studies on the population dynamics of Aedes aegypti, dengue viruses and human
hosts reveal that transmission dynamics are influenced by a number of factors acting in variable spatial and
temporal scales. Assuming cross-protection and the potential for cross-enhancement between dengue serotypes,
studies show that structure, growth rate and internal movement patterns of human meta-populations (country-
wide) have a large bearing on dengue maintenance, extinction and (re)introduction across sub-populations
(cities). Local dynamics, in turn, are governed by intra-city work-flows, human fertility and age-structure, host-
vector ratios, temperature, humidity and rainfall. In particular, spatial and temporal heterogeneity in these
factors has been shown to give rise to the observed pattern of dengue infection, particularly in Southeast Asia
and Brazil. We present a preliminary analysis of how these assertions interplay in the observed dynamics of weekly
DF cases in municipalities of Colombia from 2000-2005. In Colombia stable “endemic” maintenance is achieved
only in cities above the population threshold of 100,000 inhabitants, whereas smaller towns, despite suffering
large epidemics, are highly susceptible to stochastic extinctions in the dengue transmission chain. However, we
found that viral maintenance is also affected by geographic location - that is, human movement between cities
results in frequent re-introduction of dengue viruses, causing municipalities to continue reporting DF. We
estimated the entomological inoculation rates (EIRs) of dengue per susceptible individual by analyzing 2001-2
DEN3 epidemic in a number of municipalities with high transmission. The results indicate that because of
frequent viral introduction, cumulative incidence at the municipal level does not necessarily reflect the intensity
of the “internal” ecological factors that combine to produce EIRs. We discuss the importance of these
preliminary findings for the development of local indicators that permit epidemiological evaluation of anti-
vectorial interventions and the utility for dengue surveillance and control systems.

Key words: dengue, vector ecology, transmission dynamics, spatial scale.
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Es bien sabido, que en los virus que poseen ARN de polaridad positiva (exceptuando los retrovirus), éste
funciona como un mensajero celular; esto implica que su ciclo infeccioso puede ser iniciado a través de la
transfeccién de analogos genémicos (como el ADN copia) insertados en un vector plasmidico. De otro lado,
para los virus que poseen ARN de polaridad negativa, el molde de sus polimerasas es exclusivamente, un
complejo Ribonucleoproteico (ARN genémico mas Nucleoproteina). La carencia de sistemas de encapsida-
cién de ARNs andlogos a genomas virales de polaridad negativa ha obstaculizado la aplicacién de la tec-
nologia del ADN recombinante al analisis genético de estos virus. En los dltimos 25 afios, se ha logrado un
avance substancial en el desarrollo de la genética reversa para los ARN negativos de forma que en la actua-
lidad, cinco de las siete familias con estos genomas, han sido generados a partir de clones infecciosos recom-
binantes. Esta herramienta molecular ha sido un elemento muy ambicionado pues seria de gran utilidad para
la investigacién bésica y aplicada. Con el fin de obtener un clon recombinante infeccioso para el prototipo de
los arenavirus, el virus de la Corimeningitis Linfocitica (LCMV), insertamos los genes de las cuatro proteinas
esenciales para su replicacién en vectores de expresién y los segmentos genético largo y corto en vectores de



clonacién. Acto seguido, desarrollamos técnicas para demostrar la funcionalidad de éstos y finalmente, los
ensayos para tratar de recuperar el virus infeccioso a partir de la transfeccién de todos los clones en células
eucaridticas. Como sucede a menudo en la ciencia, esta historia no tiene un final feliz; pero pretende al menos
identificar las posibles causas de error y rescatar la validez de transmitir estudios “fallidos” y de dificil divul-
gacién, como una ensefianza para las futuras generaciones de estudiantes de maestria y doctorado.
Palabras clave: clon infeccioso, arenavirus, genética reversa.

M10. CITOQUINAS EN LA FISIOPATOLOGIA DEL DENGUE

JAIRO A. RODRIGUEZ,
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Neiva, Colombia.

RESUMEN

En el dengue hemorragico contribuyen diversos factores con su severidad, entre ellos la respuesta inmune del
huésped cumple un papel preponderante. Las citoquinas proinflamatorias, al igual que las linfoquinas per-
miten coordinar el tipo de respuesta inmune que predominard en el individuo infectado por el virus dengue.
Pocos estudios se han realizado en Colombia con el fin de determinar el comportamiento de las concentra-
ciones de estas sustancias que pudieran sugerir un comportamiento particular de los nifios afectados. Se rea-
lizé un estudio prospectivo en el Hospital Universitario de Neiva, en 30 nifios con dengue hemorragico
comparandolos con 30 controles. Concentraciones séricas de TNFa, IL-6, IL-4, IFNy e IL-10 fueron determi-
nadas mediante ELISA en el dia seis de instaurada la enfermedad y los datos fueron analizados usando el
andlisis no paramétrico de Kruskal Wallis. Se encontré un incremento de TNFa, IL-6 e IFNY, en el grupo de
estudio. El IFNy muestra una correlacién significativa con la presencia de Sindrome Shock Dengue. El nivel de
IL-4 fue igual en ambos grupos. Aunque se esperaba un incremento en la IL-4 en el grupo de estudio dado un
in-cremento en los titulos de IgE en un estudio previo, se explica por la cinética de la cascada de las citoquinas,
cuyas concentraciones varian dependiendo del tiempo en el que se determinen en el transcurso de la enferme-
dad. Las concentraciones del estudio corresponden aproximadamente al dia sexto de iniciado el cuadro cli-
nico, lo que indica una persistencia de la respuesta Th1, posiblemente si se tomaran mas concentraciones en
dias subsiguientes se pudiera apreciar el cambio descrito hacia Th2.

Palabras clave: dengue, citoquinas, patogénesis.
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ABSTRACT

The RNA or DNA genome of most viruses comply with the general strategies of the host, be it prokaryotic or
eukaryotic, to regulate expression of the viral proteins and ensure replication of the virus. However, a large
number of viruses obviate these general strategies, adopting other less common strategies. Among them, one
that is frequently encountered is the covalent attachment of a virally-encoded protein to the 5’ terminus of the
viral genome or to viral replicative intermediates. These proteins perform a variety of functions depending on
the virus to whose nucleic acid they are bound. In RNA viruses that adopt this strategy, the viral protein can
participate in replication, translation and encapsidation of the genome; among plant RNA viruses, they can
also participate in avirulence and systemic infection. Viral proteins covalently attached to viral DNA genomes
or replicative intermediates are required for replication, providing a primer for DNA synthesis or performing
DNA nicking functions; in conjuction with host factors, they also participate in a large array of other activities
during the virus life cycle. Here we aim at presenting an overview of some of these functions, calling on a few
examples to illustrate the diversity of activities attributed to these unique multifunctional proteins.

Key words: replication, RNA virus, DNA virus.



M12. MANIFESTACIONES ATIiPICAS DE LA INFECCION POR VIRUS DENGUE EN EL HUILA
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RESUMEN

En Colombia hay un nimero creciente de casos de fiebre dengue (FD) y fiebre dengue hemorragico (FDH); en
2003 se reportaron 46504 casos de FD y 4100 de FDH, la incidencia actual es de 13 por 100.000 y para el
departamento del Huila, Colombia, 60 por 100.000 habitantes. Los criterios de severidad de FDH estableci-
dos en el afio de 1986 por la OMS basados en las experiencias del sudeste asiatico cuyos marcadores de oro
la fuga vasculary la falla circulatoria, clasificaron a la enfermedad en formas complicadas con choque grados
11y IV, siendo éste la causa de muerte; contrario a lo encontrado en los pacientes del Huila, en los cuales la
mortalidad estuvo relacionada con presentaciones atipicas de la infeccién. Esto puede ser explicado por la hi-
perendemicidad de la enfermedad en diferentes areas del mundo, cambios relacionados con la agresividad
de los serotipos e influencia del ambiente sobre la poblacién vectorial. Gracias a los avances en el campo de
virologia e inmunopatologia se ha reconocido la existencia de PCR viral en nuevas células como el miocito,
hepatocito, célula glial. La principal causa de muerte por FDH en una serie de casos reportada por el Hospital
Universitario de Neiva fue la miocarditis, complicacién descrita como inusual y cuya severidad comparado
con otros trabajos, sugiere caracteristicas particulares que pueden ser dependientes del individuo y/o del
virus. La segunda causa de mortalidad encontrada se relacioné con disfuncién hepatica; con un cuadro simi-
lar al Sindrome de Reye, presentacién que se compagina con lo descrito en la literatura en el sudeste asidtico.
Se plantea que el hepatocito y la célula de Kupffer son células blanco del virus. Otros sistemas como el neuro-
|6gico, cuyo compromiso era atribuido a encefalopatia hipéxica, hoy se describe la afectacién directa del sis-
tema nervioso tanto central como periférico con cuadros encefaliticos, paréticos, S. de Guillain Barré y Mielitis
transversa.

Palabras clave: dengue hemorragico, mortalidad dengue, dengue patologia.

TRABAJOS ORIGINALES
Dengue y fiebres hemorrégicas
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RESUMEN
El dengue representa un grave problema de salud publica méxime cuando se presenta en forma simultdnea
con otras infecciones como la leptospirosis. Hasta el 31 de julio de 2006 se han procesado 179 muestras para
estudio de leptospira - cultivo de sangre en medio fletcher, cultivo de orina y/o anticuerpos IgM e 1gG por IFI-
en pacientes que han consultado por sindrome febril a las diferentes instituciones de salud de los municipios
del eje bananero de la regién de Uraba, Colombia. De estas muestras, 82 (46,3%) han sido reportadas como
positivas con crecimiento de Leptospira spp. -aislamientos atin pendientes de identificar-, cuatro han sido nega-
tivas, 75 estan pendientes por el reporte y a 17 no se les hizo cultivo. Asi mismo, se han solicitado simultdnea-
mente estudio para dengue a 69 de estos pacientes, siendo 16 positivos para dengue, 14 negativos y 39 pen-
dientes por resultado. Del total de pacientes evaluados, seis han sido positivos simultdneamente para
Leptospira spp. y dengue, cuya coinfeccién se ha documentado en la literatura, particularmente en momentos
de brotes epidémicos. Los seis casos de coinfeccién comparten factores de riesgo relacionados con ante-
cedentes de exposicién a aguas contaminadas, y uno de ellos, incluso fallecié con un cuadro de evolucién de
cinco dias, en el municipio de Apartadé. Los otros cinco casos corresponden a pacientes de 10 meses, 5, 19,



26y 62 afios, que estuvieron gravemente enfermos y requirieron tratamiento hospitalario. Se destaca en este
trabajo la gravedad de la situacién por la que atraviesan los habitantes de esta regién, desde el punto de vista
sanitario y sus implicaciones sobre la magnitud de la morbilidad y la mortalidad.

Palabras clave: dengue, leptospira, coinfeccién, Uraba.
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RESUMEN

La vigilancia virolégica en mosquitos infectados por virus dengue se realiza mediante la trascripcién reversa
y reaccién de la cadena de la polimerasa (RT-PCR) por ser sensible y especifica. Sin embargo, no se utiliza un
control interno que verifique la integridad del RNA y los procesos de obtencién del cDNA, lo cual puede arro-
jar resultados falsos negativos. Se implemento la deteccién del ARN mensajero ARNm del gen Glutamina
Sintetasa (GS), constitutivo en mosquitos Aedes, como un control interno de la extraccién y trascripcion rever-
sa del ARN para controlar la deteccién de virus dengue en mosquitos por RT-PCR. Se realizé un estudio in vitro
en condiciones experimentales de laboratorio con mosquitos del género Aedes y en mosquitos infectados por
dengue experimentalmente y colectados en campo. Mediante herramientas de bioinformatica se disefiaron los
primers especificos y se detecté la expresion del gen en diferentes estadios de vida, sexo, partes del mosquito
adulto y nimero de individuos mediante RT-PCR. Se determiné la especificidad de amplificacién mediante
corte por enzimas de restriccion del producto de PCR. El (ARNm) del gen GS se expresa en larvas y adultos
del género Aedes independientemente del sexo. Adicionalmente, puede ser detectado en cefalotérax o abdo-
men de un solo mosquito. La inclusién simultanea de primers para dengue y GS u oligo-dT durante la tras-
cripcién reversa no inhibié la deteccién del RNA viral o de GS en mosquitos infectados naturalmente o experi-
mentalmente. Esta herramienta permite obtener resultados de RT-PCR para la evaluacién de la infeccién por
el virus dengue en mosquitos con mayor confiabilidad por que se disminuyen los resultados falsos negativos
debido a la ausencia de RNA o poca eficiencia en los procesos de trascripcién reversa. Asi mismo, este control
ofrece la posibilidad de ser utilizado en otros estudios de expresién génica en mosquitos.

Palabras clave: control interno RT-PCR, virus dengue, glutamina sintetasa, mosquitos.

T3. LINFOCITOS T CD8+CD4+ DOBLES POSITIVOS EN DENGUE

ANILZA BONELO', GERARDO LIBREROS', JAIME MUNOZ', ADRIANA NAVAS?,
FABIAN MENDEZ®, BEATRIZ PARRA!

" Grupo VIREM, Escuela de Ciencias Bdsicas, Facultad de Salud, Universidad del Valle.
Cali, Colombia.

* Centro Internacional de Entrenamiento en Investigaciones Médicas, CIDEIM.

Cali, Colombia.

* Grupo GESP, Escuela de Salud Publica, Facultad de Salud, Universidad del Valle.
Cali, Colombia

RESUMEN
Un aumento de mediadores inmunolégicos solubles en el plasma, o de marcadores de activacién inmunolé-
gica temprana en linfocitos T (LT), sugiere que una activacién inmunoldgica aberrante de los LT de memoria
contribuye a la patologia del dengue severo. Sin embargo, el papel protector y/o patoldgico de estos linfocitos
no estd aln claramente definido. La maduracién en el timo de los LT que expresan el receptor, lleva a la
diferenciacién en LTCD* o LTCD®, los cuales salen del timo como células maduras naive. Asi, la expresién de
las moléculas CD* o CD® en los LT maduros en la periferia se considera mutuamente excluyente. Sin embargo,



se han encontrado LT dobles positivos en sangre periférica de individuos sanos, y varias enfermedades como
algunas infecciones virales crénicas se caracterizan por la presencia de estas células. En un estudio en el que
se examinaron marcadores de activaciéon inmunoldgica en enfermedad por virus dengue y su relacién con se-
veridad se encontrd la presencia de LT CD**CD* dobles positivos (LTDP) en sangre periférica de pacientes con
dengue clasico y fiebre hemorragica por dengue (FHD) especialmente en la fase aguda (dias 5-7) de la enfer-
medad con un fenotipo de memoria efectora. En contraste, en la fase de recuperacién las frecuencias de LTDP
diminuyeron y en la fase febril muy temprana (dias 0-3) no se observaron estos linfocitos, sugiriendo que los
LTDP fueron inducidos por la enfermedad. La probabilidad de tener LTDP fue de casi diez veces para FHD
comparado con FD durante la fase aguda (92% vs 54%; OR=9,8; 95%Cl 1,81-96,9, P=0,02) y seis veces en la
fase de recuperacion 84% vs 48%; OR=5,7; 95%Cl 1,15- 37,17, P=0,02). Este es el primer estudio que muestra
que los LTDP son inducidos durante una infeccién viral aguda y parecen estar relacionados con la severidad
de la enfermedad.

Palabras clave: dengue clasico, fiebre hemorragica por dengue, LTCD*CD*.
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Los cultivos celulares de mosquitos son frecuentemente utilizados para el aislamiento, identificacién y carac-
terizacién de arbovirus. Para el estudio de virus dengue (DENV) y virus de fiebre amarilla (VFA) se emplean,
principalmente, los cultivos celulares C6/36 (clon derivado de Aedes albopictus) y la linea celular de mono
VERO. La linea celular AP-61, obtenida de Aedes pseudoscutellaris, ha sido también usada para el aislamiento e
identificacién de DENV y VFA. Previamente ha sido obtenida una linea celular de Aedes aegypti a partir de teji-
dos embrionarios del vector, la cual fue caracterizada morfoldgica, citogenética, bioquimica y molecular-
mente. Sin embargo esta células no han sido usadas en infecciones in vitro por arbovirus. El objetivo de este
trabajo fue evaluar la susceptibilidad de la linea celular de A. aegypti a la infeccién por DENV y VFA. Para ello,
los cultivos celulares fueron infectados a diferentes MOI (0.1, 1y 10) con los VFA (V-341 Asibi) y DENV tipo
2 a diferentes tiempos. Posteriormente se realizé la deteccién de antigenos virales por la técnica de inmuno-
citoquimica y su cuantificacién por la técnica de Cell-ELISA fluorométrica. Se usaron como controles positivos
de infeccién, tanto células C6/36 como células VERO. Interesantemente, no se observé inmunoreactividad en
las células de A. agegypti infectadas con ambos tipos de virus en ninguno de los MOI o tiempos estudiados.
Tampoco se evidencié antigeno en la técnica fluorométrica ni fue posible detectar RNA viral por RT-PCR a
partir de células infectadas. Por tanto se puede concluir que la linea celular de Aedes aegypti no es susceptible
a la infeccién por virus dengue y virus de fiebre amarilla. Ello podria estar relacionado con caracteristicas pro-
pias de la membrana celular o de la maquinaria enzimdtica necesaria para la replicacion viral.

Palabras clave: Flavivirus, Aedes aegypti, dengue, fiebre amarilla.
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RESUMEN
Los microRNAs (miRNAs) son pequefios RNAs no-codificantes, de 22 nucleétidos (nts) de largo aproxima-
damente, inicialmente descubiertos como defensa contra virus, transposones y retroposones. Sin embargo,
parecen ser elementos regulatorios post-transcripcionales de la expresién génica eucariota. Por su tamafio
pequefio -supuestamente escapan a la via PKR/IFN- los virus usan como inhibidores de los mecanismos de de-
fensa de la célula hospedera. Previamente se han encontrado miRNAs virales en Epstein-Barr, citomegalovirus
y herpes virus asociados a Sarcoma de Kaposi. En este estudio una busqueda computacional, para predecir
posibles estructuras miRNAs en el virus del Dengue fue llevado a cabo. Utilizando el software on-line siRNA
Target Designer - Versién 1.51 sobre el genoma completo de la cepa Nueva Guinea del virus del dengue 2 (#



acceso M29095) fueron hallados 297 potenciales short hairpins (shRNAs). Los primeros 182 potenciales
shRNAs correspondientes a los primeros 6.000 nt del genoma, fueron sometidos al GenBank utilizando el
BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) para buscar posibles genes blancos en el humano. Fueron ha-
lladas 78 homologias con genes de humano, estas homologias fueron seleccionadas basadas en un valor E
maximo de 0,92, con una homologia minima de 19 nt; esta blsqueda es necesaria para el disefio de los
shRNAs. Segtin nuestro conocimiento, éste es el primer trabajo de reporte de miRNAs en el virus del dengue.
El paso siguiente serd la comprobacién experimental de esta prediccién.

Palabras clave: microRNAs, miRNAs hairpins, dengue.
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RESUMEN

El dengue es la enfermedad arboviral mas importante que afecta a los humanos en paises tropicales, ademas la
virosis mas frecuente y endémica en Colombia. A pesar de los tltimos avances en biologia celular y molecular de
la infeccidn viral, algunos aspectos relacionados con la morfogénesis del virus son desconocidos; i. Origen de las
factorias virales; ii. Pasos que sigue la formacién de la particula viral completa; iii. Papel que cumple cada una
de las protefnas estructurales y no estructurales en el ciclo completo del virus. Para estudiar la relacién de la
proteina de la capside con el citoesqueleto celular y asignar funciones a las proteinas de envoltura, NS3, NS4 y
NS5 en la distribucién subcelular y en los pasos del ciclo de vida del virus dengue, se realizé clonacién de cada
uno de los genes que codifican para estas proteinas. Los genes virales se amplificaron por RT-PCR, usando
primers con secuencias de reconocimiento para enzimas de restriccion, que permitieron la clonacién en diferentes
vectores de expresién fusionados a proteinas fluorescentes. Los plasmidos pGFP-NS2 y pCORE-GFP con el gen
para la proteina capside clonada, fueron donados por el Dr. Shao-Hung Wang (Taipei, Taiwan). Los plasmidos
fueron lipotransfectados en diferentes lineas celulares, luego se fijaron en condiciones de alta preservacién para
elementos celulares organelos y citoesqueleto, para seguir la distribucién subcelular de las proteinas vira-
les usando microscopio de fluorescencia. La identificacién de las funciones de cada una de las proteinas virales,
es importante porque al entender estos complejos procesos de infeccién viral, éstos pueden servir como dianas
terapéuticas, en el desarrollo de vacunas o en terapia génica. Comercialmente no se dispone de anticuerpos
especificos contra las diferentes proteinas virales, por tanto su clonacién se puede aprovechar para la produccién
de anticuerpos policlonales, indispensables en diagndstico clinico e investigacion.
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RESUMEN
El virus dengue (DENV) es actualmente un serio problema de salud en paises tropicales en desarrollo, donde
diversos factores favorecen la proliferacién del mosquito vector. Ante la falta de vacunas y tratamiento espe-
cifico, se requieren nuevas estrategias para el diagnéstico y control de la enfermedad. El diagndstico molecular
del DENV no solo permite la deteccién y tipificacién, sino también la genotipificacién cuando se buscan re-
giones informativas, Utiles en estudios de epidemiologia molecular. El primer objetivo de esta investigacion es
implementar una RT-PCR y PCR-Anidada disefiadas para amplificar la regién E/NS1 del genoma viral, tenien-



do en cuenta la gran variabilidad del virus, una técnica altamente sensible para la deteccién y genotipificacion
del DENV directamente sobre muestras clinicas. En segundo lugar con los datos obtenidos y mediante analisis
filogenético, se buscara resolver el patrén filogeografico del DENV a partir de cepas histdricas y circulantes en
Colombia. La implementacién de la RT-PCR y PCR-Anidada con diluciones de RNA viral, mostraron alta sen-
sibilidad y especificidad, muy importantes, cuando se trabajan con muestras clinicas -algunas con bajo titulo
viral- y para evitar falsos negativos. Se logré ademds secuenciar el fragmento E/NST1 de 201 cepas del DENV,
cuyo andlisis preliminar muestra cocirculacién de diferentes genotipos de un mismo serotipo (DENV-2 y
DENV-3). Para DENV-1y DENV-2, la evolucién in situ, con intensa cladogénesis lleva a la formacién de nuevos
linajes, distantes de las demas cepas. Por la magnitud de los hallazgos, se procedié a secuenciar el gen de la
envoltura (E) completo, para algunas cepas con posiciones claves en los cladogramas. El proyecto ha sido fi-
nanciado por Programa Nacional de Ciencia y Tecnologia de la Salud, Colciencias, y parcialmente con la in-
fraestructura fisica y cientifica del CNM-ISCIII.
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RESUMEN

Este estudio busca establecer correlacion entre niveles séricos de citoquinas y severidad del dengue hemorra-
gico en pacientes pedidtricos en Neiva, Colombia. El presente es un estudio prospectivo realizado en el servicio
de pediatria del Hospital Universitario de Neiva (afio 2005), que incluyé 30 pacientes con criterios de la OMS
para fiebre dengue hemorragico (FDH) y se clasificaron de acuerdo a la severidad en Grupo1 para FDH grado
I- Il'y Grupo 2 para FDH grado Il - IV. Se midieron los niveles séricos de TNFa,, IL 6, IL 10, IL 4 e IFNy el dia
seis de enfermedad mediante técnica Elisa, con controles de pacientes sanos. Se realizé un andlisis univariado
y bivariado aplicando el programa SPSS y prueba Kruskal Wallis para correlacién no paramétrica. Del total
de 30 pacientes, 9 fueron clasificados en el grupo 1y 21 en el grupo 2. El promedio de edad fue de 80 y 48
meses respectivamente. Los sintomas como cefalea, vémito y sangrado fueron mds severos en el grupo 2, aso-
ciados a un mayor tamafio hepético e indice de efusién pleural. La medicién de citoquinas séricas mostré dife-
rencia estadistica para IL 6 entre controles (5,2 pg/mL), grupo 1 (485 pg/mL; p=0,002) y grupo 2 (252
pg/mL; p=0,001); para TNFa, entre controles (85 pg/mL), grupo 1 (696,7 pg/mL); (p=0,021) y grupo 2
(394,7 pg/mL; p=0,0001) y para IFNy, entre controles (12,3 pg/mL)y grupo 2 (51,5 pg/mL; p=0,019). No se
encontraron diferencias en IL 4 e IL 10. Los niveles de IL 6, TNFa. e IFNy se elevan en pacientes con dengue
hemorragico sinembargo, se sugiere una correlacién importante del IFNy con formas severas de choque.
Palabras clave: dengue hemorrégico, choque, citoquinas.
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RESUMEN
Se realiz6 un estudio de tipo descriptivo prospectivo en la poblacién de la ciudad de Armenia, Colombia, que
presente sintomatologia y con criterios diagndsticos para dengue, entre enero del 2005 a abril del 2006. Se
excluyeron todos aquellos pacientes que presentaron fiebre consecuente de fuente de infeccién focalizada
(otitis media, neumonia) coriza, enfermedades crénicas. Se estudiaron 40 a quienes se les hizo cuadro hema-
tico (hemoglobina, hematocrito, Leucocitos, plaquetas) y pruebas seroldgicas tipo ELISA IgM especificas para
dengue mediante la técnica de (TECNOSUMA). RT-PCR para virus dengue usando primers descritos por la
literatura, ELISA para INF-y e IL-10 siguiendo las indicaciones del fabricante. Los resultados de cada uno de
estas pruebas se correlacionaron con los valores del hematocrito. El ELISA para IgM antidengue fue positiva



en el 84,1% de los pacientes, la prueba de RT-PCR para virus dengue fue positiva en el 77,3% los valores de
leucocitos fueron anormales en 69,1% bajos en el 54,8% y altos en un 14,3%) el 9,5% presentaron valores de
hemoglobina y hematocrito anormales, el recuento de plaquetas fue anormal en el 59,5; los valores de IL10
oscilaron entre 0-280 pg/mL considerando las instrucciones para interpretacion del kit reportamos el 57,5%
como positivos, asi mismo los valores de INF-y oscilaron entre 0-64 pg/mL considerando las instrucciones
para interpretacidn del kit reportamos el 47,5% como positivos. Al valorar la evolucién de los valores de estas
dos citoquinas en los primeros cinco dias de inicio del cuadro clinico observamos valores de INF-y maximos
en el segundo dia y de IL-10 en el dia cinco. Cuando se correlacionaron los valores de las citoquinas determi-
nadas con los resultados del cuadro hemdtico se observé correlacién de la leucopenia con valores altos de IL-
10 y bajos de INF-y, asi mismo, los valores altos de INF-y se encontraron en pacientes con conteo de
leucocitos normales. La plaquetopenia se presento en todos los pacientes con valores altos de estas dos cito-
quinas, mientras que los valores bajos de hemoglobina y hematocrito bajos se presentaron cuando los valores
de INF-y e IL-10. Estos hallazgos a nivel hematolégico son similares a los reportados en otros estudios, pero
como novedad reportamos la asociacién de las alteraciones sanguineas con INFy e IL-10.
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RESUMEN

El virus del oeste del Nilo (VON) es mantenido en la naturaleza en un ciclo enzootico ave-mosquito-ave. En
humanos las infecciones por VON se presentan como enfermedad febril autolimitada. La importancia actual
del VON es su impacto en la salud publica en sur América y Colombia retine todas las condiciones que favo-
recen su entrada y desarrollo. Existe informacién sobre deteccién de anticuerpos en caballos en la costa caribe
colombiana, por lo que la deteccién de la infeccién en humanos es importante. El objetivo consistié en
determinar la presencia de anticuerpos contra VON en poblaciones humanas rurales del caribe. 500 sueros
humanos fueron analizados por ELISA IgM para VON para lo cual se utilizo el antigeno E proteico de envol-
tura; los sueros positivos fueron confirmados por test el de Reduccién-Neutralizacién en Placa (PRNT) para
flavivirus. Solo una muestra presenté anticuerpos de la clase IgM para VON por ELISA. En el ensayo de neu-
tralizacién este suero solo presentd titulos para dengue en 320, y fue negativo para VON y virus encefalitis de
San Luis (>10). Los resultados del ensayo de neutralizacién fueron negativos para el VON, a pesar que anti-
cuerpos IgM pudieron ser detectados por ELISA. Es probable que exposiciones previas al virus del dengue,
pueden modular la respuesta inmune, de modo que si el VON es adquirido, estos incrementarian los niveles
de anticuerpos neutralizantes contra el virus dengue, teniendo en cuenta el que los anticuerpos heterélogos
podrian generar reacciones cruzadas en los ensayos seroldgicos. Estudios previos en Colombia han demos-
trado la dificultad del serodiagnéstico del VON en paises endémicos con flavivirus.

Palabras clave: virus del oeste del Nilo, seroprevalencia, humanos.
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RESUMEN
El denguey la fiebre amarilla son problemas importantes de salud publica en el mundo. La realizacién de pro-
gramas de vigilancia apropiados para iniciar campafias de accién contra las epidemias requiere de ensayos
diagnésticos rapidos y especificos. La prueba serolégica considerada de mayor especificidad es la de neutrali-
zacion, pero en la mayoria de paises son preferidos los ensayos inmunoenzimaticos (ELISA) para deteccién de
anticuerpos IgM e IgG contra DEN y VFA por rapidez y economia. Los flavivirus comparten epitopes antigé-
nicos que inducen una respuesta de anticuerpos de reactividad cruzada en el suero de pacientes que com-



plican el diagnéstico diferencial durante las infecciones secundarias por diferentes flavivirus especialmente en
regiones donde mds de una especie circula. Basados en ésto, nos propusimos evaluar la complejidad del
diagnéstico serolégico diferencial entre el dengue y fiebre amarilla, usando un ensayo de ELISA comercial para
dengue y un ensayo de neutralizacién para fiebre amarilla en pacientes con dengue y fiebre amarilla y volun-
tarios sanos vacunados con el virus de la fiebre amarilla. Las pruebas de ELISA para deteccién de anticuerpos
IgM contra DEN presentaron reactividad cruzada mayor al 42% en pacientes con fiebre amarilla e individuos
sanos después de la vacunacion con fiebre amarilla. Adicionalmente, el 94% de los pacientes con dengue pre-
sentaron anticuerpos neutralizantes para fiebre amarilla. Dado los altos niveles de reactividad cruzada encon-
trados en ambos ensayos, se plantea un gran desafio para el diagnéstico serolégico del dengue y fiebre
amarilla en regiones donde estos co-circulan puesto que ni siquiera las pruebas mas especificas dan solucién
al problema de reactividad cruzada. Ademads, es necesario el disefio de nuevas estrategias experimentales que
permitan un diagnéstico especifico de los flavivirus.

Palabras clave: reactividad cruzada, dengue, fiebre amarilla, ensayo de ELISA, ensayo de neutralizacién.
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RESUMEN

Con el fin de caracterizar genotipicamente cepas del virus dengue tipo 3 que han circulado en Colombia, se
tomaron 34 virus tipificados como dengue tipo 3 y conservados en el banco de cepas del laboratorio de vi-
rologia del Instituto Nacional de Salud, aislados en diferentes departamentos y durante diferentes afios. Las
muestras fueron tratadas con buffer AVL y el ARN viral fue extraido con el estuche QlAamp (QIAGEN) si-
guiendo las indicaciones del fabricante; el ARN obtenido fue sometido a reaccién de Transcripcién Reversa
seguida de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (RT-PCR) en un solo paso donde se utilizaron iniciadores
EPIDEMOL y TRISTED especificos para el virus dengue, previamente reportados por el Instituto de Salud
Carlos Il de Espafa. El producto amplificado fue purificado utilizando el estuche QIAquick PCR Purification
(QIAGEN) siguiendo las indicaciones; los fragmentos purificados fueron secuenciados con el método auto-
matico de ABI Prism 310 (Applied Biosystem) y las secuencias obtenidas fueron alineadas con el programa
CLUSTAL Xy luego analizadas con el paquete MEGA donde ademds se generaron arboles filogenéticos (al-
goritmo neighbour-joining) que posteriormente se visualizaron con el mismo programa. En los arboles filogené-
ticos generados se observa que los virus que han circulado en Colombia corresponden al genotipo americano
que mds recientemente ha circulado, pero aparece un segundo genotipo que se relaciona estrechamente con
cepas del Sureste Asiatico e islas del Pacifico; podemos concluir que si bien el virus dengue tipo 3 circul6 du-
rante un corto periodo de tiempo durante la década de los 70, después de un largo periodo de silencio epide-
mioldgico fue detectado nuevamente durante el afo 2002 y desde entonces ha circulado regularmente; sin
embargo, seguin los resultados obtenidos podemos inferir, que los virus aislados recientemente corresponden
a la introduccién de nuevos genotipos y no a la reemergencia de las cepas autdctonas circulantes afos atrds.
Palabras clave: genotipificacion, dengue tipo 3, RT-PCR.
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RESUMEN
La infeccion por virus dengue puede producir algunas manifestaciones neuroldgicas llegando a comprometer
severamente al paciente. Los mecanismos involucrados en el compromiso del sistema nervioso central son
poco conocidos. Dado que TNFa es una citoquina que se ha involucrado en la produccién de apoptosis du-



rante la infeccién por dengue, valoramos la expresién de mensajeros de TNFa en células fenotipicamente neu-
ronales SH-SY5Y, después de evaluarse su susceptibilidad y permisividad al virus dengue tipo 2 (DENV2). Por
primera vez, se corroboré el tropismo neuronal de un virus usando la técnica de plaqueo indirecto. Nuestros
resultados de PCR en tiempo real, demostraron un incremento de mensajeros de TNFo. de hasta 24 veces que
se correlaciona con una disminucién en la viabilidad celular a las 72 horas post infeccién determinada por
MTT y un incremento en el nimero de células TUNEL positivas dependiente de la multiplicidad de infeccién
(MOI) utilizada siendo de hasta 25 veces con una MOI de 1. Esta correlacién sugiere que TNFo. puede jugar
un papel importante en la neuropatogénesis por virus dengue.

Palabras clave: dengue, neuropatogenia, neuroblastoma, TNFa.
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RESUMEN

La fiebre hemorragica por dengue (FHD), es una enfermedad severa producida por la infeccién con el virus den-
gue (VD) la cual se considera una patologia mediada por linfocitos T, especialmente LTCD®* de memoria genera-
dos después de una infeccién primaria con el VD que reaccionan cruzadamente en infecciones secundarias. Los
LTCD®* de memoria se han dividido en tres subpoblaciones de acuerdo a la expresién de las moléculas CCR’,
CD*5RA o CD*5RO. Las subpoblaciones de memoria efectora (CD*TEM) son CCR” pueden proliferar rapida-
mente y secretar citoquinas (CD*5RA’) o mediar citotoxicidad (CD45RA"). Los LT de memoria central (CD*
TCM) son CCR” pierden las funciones efectoras inmediatas, migran a los érganos linfoides secundarios y pueden
generar CD*TEM después del reto con el antigeno. En este estudio, se determinaron las frecuencias de las
subpoblaciones de LTCD* de memoria en mononucleares de sangre periférica durante y después de la infeccién
por el virus dengue en 58 nifios y adultos jévenes. La infeccién se confirmo por aislamiento viral o RT-PCR y/o
IgM en muestras pareadas. La severidad de la enfermedad se clasifico de acuerdo a los criterios de la OMS. Las
células fueron tefiidas con diferentes anticuerpos monoclonales y analizadas por citometria de flujo para
determinar su fenotipo y secrecién de IFN-y. Se encontré una alta frecuencia de LTCD®* de memoria efectora
CCR”CD*5RA" durante la fase aguda (60% vs. 46%; p=0,02) y de recuperacién (62% vs. 46%; p=0,02) de los
pacientes con FHD en comparacién con dengue cldsico y una prolongada presencia de linfocitos T secretando
IFN-y. Consistentemente con el incremento en la activacién de los LT durante la FHD, la replicacién viral fue
inhibida mas rdpidamente en estos pacientes. Estos resultados apoyan el papel de los LTCD*" de memoria en la
patogénesis de la FHD y la presencia de las subpoblaciones podria permitir diferenciar FHD de dengue clasico.
Palabras clave: linfocitos T CD*, IFN-y, dengue cldsico, fiebre hemorrdgica por dengue.
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RESUMEN
El dengue es un sindrome febril caracterizado por un amplio rango de signos y sintomas. En humanos no
existen datos que relacionen la severidad de la infeccién por virus dengue (DENV) con un gen especifico;
sinembargo, en ratones se mapeé un locus asociado con resistencia a virus West Nile en el cromosoma 5 de
ratén y por estudios gendmicos se identificé el gen oligoadenilato sintetasa 1b (Oas1b). El objetivo de este
trabajo fue evaluar la susceptibilidad de macréfagos de roedores a la infeccién por virus dengue y correla-
cionar esta susceptibilidad con el genotipo de Oas1b. Para esto, se extrajeron macréfagos de ratones BALB/c,
NIH, ICR y de rata, hamster y cobayo. Estas células fueron infectadas con virus dengue. Para cuantificar RNA
viral se usé PCR en tiempo real a partir de RNA obtenido de sobrenadantes y de monocapas. Se hizo inmu-



nocitoquimica para detectar antigeno viral y TUNEL para detectar degradacién del DNA. De cada animal
estudiado se extrajo DNA genémico para secuenciar un fragmento de Oas1b. La cuantificacién del RNA viral
establecié que los macréfagos BALB/c producen mayor cantidad de virus que los macréfagos de los demas
animales estudiados. La inmunocitoquimica confirmé que un mayor porcentaje de macréfagos BALB/c son
positivos para antigeno viral. Los macréfagos BALB/c infectados con DENV (MOI:1) tienen una mayor pro-
porcién de células TUNEL positivas, comparados con células menos susceptibles. El andlisis de Oas1b esta-
blecié que todos los roedores analizados tienen la mutacién C—>T820, correlacionada con alta susceptibi-
lidad a la infeccién por flavivirus. Sin embargo los resultados obtenidos en este trabajo permiten concluir que
esta mutacién no estd relacionada con las diferencias en susceptibilidad a virus dengue en los roedores
analizados.

Palabras clave: dengue, oligoadenilato sintetasa 1b, resistencia a flavivirus, apoptosis.
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RESUMEN

El sindrome cardiopulmonar por hantavirus (SCPH) es una zoonosis transmitida por roedores de la subfa-
milia Sigmodontinae. Hasta la fecha, en sur América se han presentado alrededor de 1.500 casos con una mor-
talidad aproximada del 40%. En Colombia, se realizé una serovigilancia en humanos y roedores que evidencia
la circulacién de hantavirus. Nuestro objetivo fue identificar una posible drea endémica de hantavirus en el
departamento de Cérdoba, Colombia. Se tomaron 88 sueros humanos y 336 sueros de roedores capturados
con trampas tipo Sherman los cuales fueron analizados por ELISA IgG. Las coordenadas de cada sitio de toma
de muestra en humanos y captura de roedores fueron georeferenciadas mediante un sistema de posiciona-
miento geografico (GPS). 12 muestras humanas (seroprevalencia: 13,5%) y 7 roedores (seroprevalencia del
2,1%) fueron positivos por ELISA. Un area endémica de aproximadamente 7964,4 km? fue identificada entre
los 10° 9’y 07° 22’ de latitud norte, y los 74° 32’ y 76° 30’ de longitud oeste, segtin datos de distribucién de
humanos y roedores seropositivos, y huéspedes competentes para hantavirus capturados. La extension del
drea geogréfica en la cual el huésped infectado puede ser hallado, podria indicar el area en la cual la enferme-
dad humana llegaria a ser endémica. La identificacién de un drea endémica de hantavirus en una regién del
norte de Colombia, no ratifica la inminente aparicién de un posible brote de SCPH en la regién; sin embargo,
confirma que al menos un hantavirus podria llegar a ser endémico en esta zona. Distintas medidas de preven-
cién y control de futuros brotes mediante la educacién publica y el control de reservorios, deberian ser dirigi-
das completamente hacia zonas ya identificadas como potencialmente endémicas.

Palabras clave: hantavirus, georeferencia, endémico.

T17. NIVELES SERICOS DE IL-6, TNFo. E IFNy
EN GESTANTES Y NINOS MENORES DE UN ANO CON Y SIN DENGUE
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RESUMEN
Se ha considerado que las citoquinas juegan un importante papel en la patogénesis de la infeccién por den-
gue. El presente estudio tuvo como objetivo, comparar los niveles de las citoquinas: IL-6, TNFo. e IFNy en 39



gestantes'y 27 menores de un afio con dengue versus 14 gestantes y 14 menores de un afio sin dengue. La me-
dicién de las citoquinas se hizo mediante estuches comerciales (Quantikine® y Quantikine® HS-High
Sensitivity (R&D Systems (Minneapolis, MN)), en una muestra de suero obtenida en los primeros cinco dias
del inicio de los sintomas. En las gestantes y en los nifios el 33,3% tenian dengue hemorrdgico (DH). Se en-
contré que los niveles de IL-6, TNFa e IFNy, fueron mas elevados en gestantes y nifios con dengue que sin
dengue, siendo estadisticamente significativa para IFNy, (p=0,01) en gestantes y para IL-6, e IFNy, en los nifios
(p<0,05). Segtin forma clinica se encontraron mayores niveles de IL-6 e IFNy, en los nifios con DC, mientras
que los niveles de TNFa fueron mayores en los pacientes con dengue hemorréagico. Diferencias que no fueron
estadisticamente significativas. Se detectaron niveles mas elevados de IL-6, TNFa e IFNy, en gestantes con DH
con respecto a las gestantes con DC (p<0,05). Los niveles de IL-6 y TNFa fueron mds elevados en los nifios
con infeccién secundaria, mientras que los niveles de IFNy, fueron mas elevados en los pacientes con infeccién
primaria. En las gestantes los niveles de estas citoquinas fueron mas elevados en los casos de infeccién secun-
daria. Diferencias que no fueron estadisticamente significativas. Dos nifios fallecieron (7,4%) y una gestante
(2,6%) a causa del dengue. Estos resultados sugieren que estas citoquinas estdn asociadas a la presencia de
dengue independiente de la forma clinica.

Palabras clave: citoquinas, dengue, gestantes, nifios.

T18. LA INFECCION POR VIRUS DENGUE 2 DISMINUYE LA EXPRESION DE GAP-43
Y SINAPTOFISINA EN CELULAS DE NEUROBLASTOMA DIFERENCIADAS in vitro
CON ACIDO RETINOICO

VERONICA RINCON, DIANA ALVEAR, OSCAR SOLANO, JAIME E. CASTELLANOS
Instituto de Virologia. Universidad El Bosque. Bogota, Colombia.

RESUMEN

Existe poca evidencia directa acerca de la susceptibilidad in vivo de las células neuronales humanas a la infec-
cién con el virus dengue (DENV), aunque se conoce que el virus es capaz de causar una infeccién productiva
in vitro en algunas lineas celulares de neuroblastoma murinas y humanas. En este estudio se determiné el papel
del fenotipo neuronal en la infeccién en células de neuroblastoma SH-SY5Y indiferenciadas y otras inducidas
a diferenciacién con dcido retinoico (AR). Posteriormente, se evalud la susceptibilidad a la infeccién al sero-
tipo 2 de DENV midiendo la cantidad de antigeno viral producido y el efecto en la viabilidad celular por el
ensayo de MTT-Formazan. Ademds, se cuantificé la expresién por inmunocitoquimica y por una técnica de
Cell-ELISA fluorométrica de dos marcadores neuronales, la proteina asociada al crecimiento de 43 kDa (GAP-
43, Growth Associated Protein) y sinaptofisina, las cuales participan en dinamicas especificas neuronales como
la plasticidad, regeneracién axonal y exocitosis de vesiculas de neurotransmisores. Se encontré que las células
diferenciadas con AR son mas susceptibles a la infeccién, ya que se detecté tres veces mds cantidad de an-
tigeno viral que en las células indiferenciadas. Al tercer dia post-infeccién se evidencié una significativa dismi-
nucién en la viabilidad en ambos tipos celulares, siendo menor en las células diferenciadas (21,5% vs. 40,3%,
p<0,05). A su vez, la infeccién con el DENV-2 provocé una disminucién en los niveles de expresién de GAP-
43 y sinaptofisina en las células SH-SY5Y diferenciadas, permitiendo sugerir una correlacién entre la infeccién
viral, la funcién neuronal y la neuropatologia durante las formas severas de dengue. Por otro lado, la infec-
cién en las células indiferenciadas aumentd la expresién de ambos marcadores indicando que la infeccién
activa sefiales intracelulares que provocan la diferenciacién en neuronas inmaduras.

Palabras clave: células de neuroblastoma humano SH-SY5Y, 4cido retindico, proteina asociada a crecimiento
de 43 kDa (GAP-43), sinaptofisina.

T19. ROL DE LOS MICROTUBULOS DURANTE LA INFECCION
CON EL VIRUS DENGUE EN CULTIVOS CELULARES
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RESUMEN
El dengue es la enfermedad viral transmitida por artrépodos de mayor importancia en humanos. Existen
estudios epidemioldgicos y moleculares del DENV en Colombia, sin embargo faltan estudios bésicos sobre la



interaccién virus-célula hospedera, cuyo conocimiento es imprescindible para explicar la patogénesis de la
infeccién por DENV y el disefio de estrategias terapéuticas y preventivas. Los virus usan elementos del cito-
esqueleto para entrar, transportarse, replicarse y liberar los viriones maduros. Una forma de aproximarnos a
la biologia celular de la infeccién del virus dengue, es estudiando los componentes del citoesqueleto (micro-
tdbulos, filamentos intermedios y microfilamentos de actina), cuyos detalles sobre su participacién en los
distintos pasos del ciclo vital del DENV son atn desconocidos. Dentro de la célula las moléculas de gran ta-
mafio (500 KDa o 50 nm) no pueden moverse libremente, es por esto que para transportarse intracelular-
mente, los virus -desnudos o empaquetados en vesiculas- usan el citoesqueleto, en trayectos largos a través
microtubulos y cortos mediante actina. Con varios virus animales estd demostrado que los microtubulos par-
ticipan en varios procesos del ciclo vital (transporte intracelular hasta factorfas virales, ensamblaje y salida).
Existen algunos reportes de microtubulos y virus de la familia Flaviviridae, sin embargo para el DENV no existe
ningtn estudio, en cuanto al papel de los microttbulos y las proteinas motoras durante la infeccién. Para
determinar si el DENV usa microttbulos durante la infeccién, lineas celulares (Vero y BHK-21), fueron trata-
das con un agente despolimerizador de microttbulos (Nocodazol) previamente a la infeccién con DENV. Las
células fueron procesadas por inmunofluorescencia para deteccién de DENV y marcaje de tubulina. Los resul-
tados demuestran que posiblemente existe una interaccién entre el DENV y el citoesqueleto de microttbulos,
y que probablemente, las particulas virales necesitan de microtibulos estables para su transporte en los
diferentes pasos de su ciclo vital.

Palabras clave: microtubulos, dengue, nocodazol.

T20. EVOLUCION EXPERIMENTAL DEL VIRUS DENGUE
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RESUMEN

A pesar del gran desarrollo tedrico en evolucién molecular y de alguna aplicacién en epidemiologia molecular
con diversos patégenos, solamente las metodologias para reconstruccién de arboles han sido exitosamente
transferidas, por su utilidad en la vigilancia y distribucién de genotipos. Muy pocos estudios buscan dar expli-
caciones desde el contexto evolutivo, probablemente por falta de informacién sobre el patrén evolutivo y filo-
geografico de tales organismos. Actualmente es reconocida la importancia de estudios bésicos que busquen
la explicacién bioldgica de tales patrones y variaciones, generdndose la fundacién de un nuevo campo a nivel
cientifico, la evolucién experimental. El virus dengue (DENV), por ser un virus RNA, presenta una alta tasa de
mutacién, tiempo de generacién corto y tamafio de poblacién grande, haciéndolo organismo idéneo para
estudios de evolucién experimental. El objetivo del estudio es realizar pases sucesivos a varias cepas del DENV,
paralelamente en presencia y ausencia de anticuerpos neutralizantes, a fin de obtener mutantes de escape que
puedan ser rastreadas al nivel molecular por mutaciones responsables de tales cambios. Adicionalmente, se
busca evaluar las diferencias en la eficacia bioldgica (fitness viral) de las poblaciones virales obtenidas en el cur-
so de los pases y por ultimo, se realizaran pases alternos en células de vertebrado e invertebrado, semejando
el ciclo de transmisién natural del DENV, para evaluar la restriccion que es impuesta al virus, para poder repli-
carse en organismos filogenéticamente tan distantes. Se han realizado alrededor de 20 pases sin condiciones
restrictivas. La secuenciacién de un fragmento (306pb) de tres cepas de los pases cero y nueve, no mostré
diferencia alguna a nivel nucleotidico, pero si hubo diferencias fenotipicas (en efecto citopdtico). Tales resul-
tados de secuenciacién no son contradictorios, pues el fragmento es muy pequefio y ademdas no hubo una
presion selectiva durante los pases.

Palabras clave: evolucién experimental, potencial adaptativo, mutantes de escape, dengue.



T21. RESPUESTA DE ANTICUERPOS NEUTRALIZANTES DEL VIRUS
DE LA FIEBRE AMARILLA EN INDIVIDUOS VACUNADOS

SERGIO Y. GOMEZ, HENRY B. AMOROCHO, RAQUEL E. OCAZIONEZ
Centro de Investigaciones en Enfermedades Tropicales (CINTROP).
Universidad Industrial de Santander. Bucaramanga, Colombia.

RESUMEN

La vacunacién con virus vivo atenuado es la forma mas efectiva de inmunizacién contra la fiebre amarilla. Los
titulos de anticuerpos neutralizantes = 1:10 se consideran protectores. El presente trabajo se propuso deter-
minar el titulo de anticuerpos neutralizantes en relacién con la edad y tiempo de vacunacién, para lo cual se
estudiaron 142 individuos de quienes se colecté suero previo consentimiento informado. En algunos el estado
de vacunacién se confirmé con la presentacién del carnet y en los otros se considerd la informacién verbal
junto con la residencia en Ocafia, Norte de Santander, Colombia (99% de cobertura). Se hicieron titulaciones
de punto final usando la prueba de reduccién de placa (PNRT). Los anticuerpos a titulos = 1:10 se detectaron
en 87,5 % de los carnetizados (n=32) y 83,6 % de los otros (n=110). Titulos altos (= 1: 160) fueron mds fre-
cuentes (p<0,05, “2) en individuos de 16-39 (n=76; 32,8%) 6 40 y mas afios (n=26; 34,6%) que en los de 0-
15 afios (n=40; 7,5 %). El tiempo promedio de vacunacién fue 1,6; 2,2 y 1,8 afios en el primero, segundo y
tercer grupo, respectivamente. En carnetizados, titulos altos fueron mas frecuentes en individuos con 0,5-1
afio (n=13) de vacunacién que en los de 1,5 - 8 afios (n=18): 53,8 vs. 44,4 %. En 13% de los vacunados no se
detectaron anticuerpos neutralizantes, la respuesta parece ser mayor en individuos con mds de 15 afios e
independiente del tiempo de vacunacién.

Palabras clave: vacuna, fiebre amarilla, flavivirus

T22. VIGILANCIA POR LABORATORIO DE LA FIEBRE AMARILLA EN CASOS
CON SINDROME FEBRIL DEL MUNICIPIO DE OCARNA, NORTE DE SANTANDER, COLOMBIA

SERGIO Y. GOMEZ, RAQUEL E. OCAZIONEZ
Centro de Investigaciones en Enfermedades Tropicales (CINTROP).
Universidad Industrial de Santander. Bucaramanga, Colombia.

El 60-70% de de los individuos infectados con el virus de la fiebre amarilla (VFA) no desarrollan sintomas o
sufren un sindrome febril inespecifico. Estos casos generalmente no solicitan atencién médica y cuando lo
hace la infeccién no se presume considerando que la ictericia es el hallazgo en el que se sustenta la sospecha
clinica. El objetivo de este trabajo fue investigar la frecuencia de infeccién por el virus de la fiebre amarilla en
casos con sindrome febril inespecifico de una zona enzootica. Se seleccionaron 396 pacientes febriles aten-
didos en EPS del municipio de Ocafia, a quienes se les hizo seguimiento clinico y por laboratorio durante mini-
mo dos dias consecutivos. De cado uno se colecté suero para aislar virus de la FA 'y en algunos investigar IgM
y aislar virus dengue. En casos serolégicamente positivos se determiné el titulo de anticuerpos neutralizantes
(PRNT) y se hizo IgM anti-dengue. En ningtin caso se aislé VFA 'y 307 (77,5%) manifestaron haber sido vacu-
nados. IgM anti-FA se investigé en los 89 restantes por ELISA de captura usando como control negativo sueros
no-inmunes a flavivirus o sueros de casos agudos de dengue. Con el primer ensayo resultaron siete positivos
y con el segundo ninguno. En estos pacientes se investigé IgM anti-dengue y anticuerpos neutralizantes del
VFA en suero agudo y todos resultaron positivos. El virus dengue se aislé de uno de ellos y cuatro de los negati-
vos. En ninguno de los casos estudiados se detecté infeccién aguda por VFA. La reactividad cruzada con den-
gue obliga a investigar simultdneamente las dos enfermedades.

Palabras clave: fiebre amarilla, flavivirus.

T23. EFECTO DE SUERO INMUNE CONTRA DENGUE
SOBRE LA INFECTIVIDAD DEL VIRUS DE LA FIEBRE AMARILLA
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El virus de la fiebre amarilla (VFA) y el del dengue (VDEN) comparten epitopes inductores de anticuerpos que
se ligan de forma cruzada. Los anticuerpos contra el segundo pueden neutralizar el primero y asi disminuir su



capacidad infectiva. Se pretendid investigar la magnitud de inhibicién de la infectividad del VFA por suero de
individuos que sufrieron dengue. Se incluyeron cuatro grupos de sueros. I: con solo anticuerpos para VDEN
(n=30). II: con solo anticuerpos del VFA (n=52). Ill: con anticuerpos para ambos virus (n=56). IV sin anti-
cuerpos (n=6). Diluciones seriadas del suero reaccionaron con VFA (30 UFP) por dos horas a temperatura
ambiente y la mezcla se adiciond a cultivos de células. Los resultados se expresaron como la dilucién mayor
del suero inmune que redujo el 50% de placas de infeccién (PNRT50 por andlisis de probit) comparado con
el suero no inmune. No se encontraron diferencias de los valores (p>0,05, Mann Whitney U) o el promedio
(1:286,8 vs. 1:310,8, p>0,05, Student) del PNRT50 de los sueros con solo anticuerpos anti-VDEN versus sueros
con solo antiVFA. Los valores y promedio (1:619,3) del PNRT50 de los sueros con ambos tipos de anticuerpos
fueron mayores al compararlos con los otros (p<0,05, Mann Whitney U). Los valores mayores del PNRTS0 de
suero inmune al VDEN no siempre correspondieron con mayores titulos de anticuerpos. Los anticuerpos del
VDEN pueden neutralizan in vitro VFA de manera similar a como lo hacen anticuerpos homélogos sugiriendo
probable proteccién cruzada.

Palabras clave: anticuerpos, flavivirus, PNRT.

VIRUS DE INMUNODEFICIENCIA HUMANA

T24. LA EXPRESION DE NF90/MRFP DISMINUYE LA EXPRESION INTRACELULAR
DE LA PROTEINA P24 EN CELULAS QUE EXPRESAN EL PLASMIDO PROVIRAL PHIV/DENV.GFP

JORGE E. FORERO, SILVIO URCUQUI-INCHIMA.
Grupo de Inmunovirologia-Biogénesis. Universidad de Antioquia. Medellin, Colombia.

RESUMEN

Rev es una proteina viral fundamental en la replicacién del genoma del VIH-1; es la responsable de exportar
los ARNm virales semiprocesados y sin procesar hacia el citoplasma, gracias a la interaccién de Rev con la es-
tructura RRE, presente en dichos transcriptos. En el citoplasma, los ARNm son traducidos en las proteinas
estructurales y no estructurales, necesarias para el ensamblaje de las nuevas particulas virales. Ensayos previos
realizados en nuestro grupo mostraron que NF90 inhibe la expresion del gen reportero CAT, cuya expresion
es dependiente de la actividad de exportacién de Rev. Igualmente por inmunoprecipitacién se mostré que
NF90 interactia con Rev; ademds, NF90 afecta la localizacién celular de Rev. También se ha descrito que
NF90 induce la expresién de genes implicados en respuesta antiviral. Por lo tanto, el objetivo de este trabajo
fue evaluar el efecto de la sobre-expresién de NF90 en la replicacién del VIH-1. Células 293T fueron cotrans-
fectadas con una concentracion constante de pHIV/Denv.GFP (expresa el genoma de VIH-1, pero presenta
una delecién en la secuencia que codifica para la proteina Env, produciendo particulas virales no infecciosas
y en lugar de Nef, expresa GFP), con concentraciones crecientes de pNF90/mRFP, el cual expresa NF90 fusio-
nada a la proteina monomérica roja fluorescente (mRFP). Como se esperaba, la evaluacién por microscopia
de fluorescencia, por citometria de flujo y por inmunodeteccién, muestran que los dos plasmidos se expresan
eficientemente en las células 293T, y el nivel de expresién de pNF90/mRFP es proporcional a la concentracién
de ADN plasmidico usado por la fluorescencia. Los resultados de inmunodeteccién indican que NF90 afecta
el nivel de expresion intracelular de p24 de VIH-1; la disminucién de dicha proteina es dependiente del nivel
de expresion de NF90. Sin embargo, al evaluar el contenido de p24 en los sobrenadantes de las células 293T,
se encontrd el nivel de expresién permanecié constante.

Palabras clave: VIH-1, replicacién, antiviral, antigeno p24.

T25. DETECCION DEL DNA VIRAL POR PCR EN EL DIAGNOSTICO DE LA INFECCION NEONATAL
DEL VIRUS DE INMUNODEFICIENCIA HUMANA
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RESUMEN
El diagndstico de la infeccién VIH en nifios es complicada debido a que las técnicas usadas en adultos se ba-
san en pruebas serolégicas que detectan anticuerpos IgG anti-VIH, que atraviesan libremente la barrera pla-



centaria y pueden persistir en los nifios hasta los 15 meses de edad, por lo tanto su presencia en menores de
dos afios no es indicativo de la infeccién. El presente estudio optimizé la técnica de PCR para la deteccién
de DNA proviral del VIH tipo 1, con el propésito de ser utilizada en el diagnéstico de VIH en neonatos.
Mediante bioinformatica se evalué la homologia de secuencias de los iniciadores candidatos entre los sub-
tipos del VIH-1 (GenBank) y se optimizaron las condiciones de amplificacién del DNA viral integrado en célu-
las de sangre periférica de individuos VIH-1 positivos. Se determiné el limite de deteccién del DNA proviral de
acuerdo a la carga viral y nimero de LTCD*. Se logré detectar DNA proviral en muestras con cargas virales
menores a 400 hasta mas de 30.000 copias/mL determinadas con el método estandar de deteccién (Kit
Amplicor sensible Roche) y en muestras con conteos de LTCD* inferiores a 200 células/ml de sangre, a excepcién
de una muestra que resulté negativa, la cual tenia solo cinco células/mL. La PCR optimizada fue especifica
para el VIH dado que fue negativa para virus ADN persistentes e individuos VIH negativos. Se determino asi,
la sensibilidad, especificidad, valores predictivos positivo y negativo de la prueba. Posteriormente, evaluamos
su utilidad en la deteccién de DNA proviral en un grupo de nifios menores de cinco afios nacidos de madres
VIH positivas, provenientes de hospitales del Valle del Cauca, Colombia. La PCR optimizada surge como una
alternativa para el diagnéstico de la infeccién por VIH-1, puesto que se pudo detectar ADN proviral en mues-
tras donde la carga viral es indetectable.

Palabras clave: VIH, PCR-DNA, RT-PCR, transmisién vertical del VIH.

T26. VIGILANCIA CENTINELA DE RESISTENCIA A ANTIRETROVIRALES EN EL PROYECTO
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A pesar de la introduccién de la terapia antirretroviral (ARV), la epidemia mundial de infeccién por VIH con-
tinda creciendo; para el afio 2003 se estimaron 40 millones de personas infectadas con el VIH/Sida, de ellas,
40.072 vivian en Colombia. Una de las principales consecuencias del uso de la terapia ARV ha sido el desa-
rrollo de resistencia, que se asocia con falla virolégica e inmunoldgica, ésta puede detectarse por pruebas de
genotipificacién. El estuche de genotipificacion Trugene HIV-1 (BAYER) y el sistema de secuenciacién Open
Gene son utilizados en la deteccién de mutaciones genémicas del VIH-1, en la proteasa y regién 5’ de la trans-
criptasa reversa, las cuales confieren resistencia a tipos especificos de drogas ARV, por lo que son utilizadas
como una ayuda en el tratamiento y seguimiento de los pacientes VIH positivos. Realizar una vigilancia cen-
tinela de genotipos del VIH-1 en mujeres gestantes del Proyecto Madre-Hijo, Colombia 2003-2005 y determi-
nar si existen cepas de VIH-1 resistentes al tratamiento antiretroviral (ARV). Se seleccionaron 56 muestras de
plasmas de gestantes y neonatos captados en el Proyecto de Reduccién de la Transmisién Vertical Madre-Hijo
del VIH (Onusida), todos los pacientes sin tratamiento previo y carga viral minima de 1.000 copias por milili-
tro. Para la determinacién de resistencia se utilizé el estuche TRUGENE VIH-1 (BAYER), siguiendo la metodo-
logia descrita en el inserto. Brevemente, se emplearon las siguientes técnicas: a)Extraccién de ARN a partir del
plasma; b)Amplificacién por RT-PCR de un fragmento de ADN complementario a la regién de proteasa y re-
trotranscriptasa viral; c)Secuenciacién automatica del fragmento amplificado (reaccion CLIP); d) Deteccién
de mutaciones por comparacién con la secuencia del genotipo salvaje; e) Andlisis computarizado en el software
OpenGene. De las 56 muestras procesadas (51 gestantes + 5 bebés) se logré la amplificacién del genoma del
VIH-1 en 46 muestras, 41 (89,1%) correspondian a gestantes y 5 (10,9%) a bebés de madres seropositivas.
Las muestras procedian de 17 departamentos del pais, la edad promedio de las gestantes fue de 24,5 afios
(mediana 25 afios y rango 16-41 afios), el promedio de la carga viral fue de 70.567 copias/mL (mediana
28.475, rango 3.259 a >500.000 copias/mL); todos los bebés eran menores de seis meses. Se encontré algtin
tipo de resistencia en 10 (21,7%) de las muestras amplificadas y procedentes de Antioquia, Bogotd, Caldas,
Meta, Norte de Santander y Risaralda. Respecto al tipo de resistencia presentada en los casos se detectd lo
siguiente: cinco casos con posible resistencia (PR) a atazanavir (inhibidor de la proteasa), un caso con PR a
todos los inhibidores no-nucleosidicos de la transcriptasa reversa (nevirapina, delaviridina y efavirenz) y cua-
tro casos con resistencia (R) a inhibidores de la transcriptasa reversa (tres con R a lamivudina + PR a zalci-
tabina y uno con R a didanosina y zalcitabina). Uno de los diez casos correspondié a un bebé con resistencia
a inhibidores de la transcriptasa reversa. Los hallazgos muestran que en Colombia existe transmisién hori-
zontal de cepas resistentes a ARV y que el riesgo de transmisién vertical de cepas resistentes a los bebés es



evidente, por tanto, es cada vez mds necesario realizar oportunamente las acciones que permiten disminuir la
transmisién madre-hijo del VIH. Es recomendable continuar con estudios centinelas en éstas y otras pobla-
ciones de riesgo con el fin de mejorar la evidencia de la transmisién de cepas resistentes y definir alternativas
de tratamiento y seguimiento de pacientes en nuestro pais seropositivos al VIH, ademads de aportar datos a la
literatura nacional e internacional en la evidencia de resistencia del VIH-1 a ARV.

Palabras clave: antiretrovirales, resistencia, VIH, transmisién vertical.
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RESUMEN

La proteina Rev del VIH-1 juega un papel fundamental en la replicacién del genoma viral; es la responsable
de la exportacién de los transcriptos semiprocesados y sin procesar desde el nicleo hacia el citoplasma. Para
llevar a cabo su funcién, debe interactuar con una secuencia de ARN altamente estructurado, conocida como
RRE, presente en dichos transcriptos. Actualmente, muchos estudios estdn orientados a bloquear la funcién
de Rev, como una estrategia para bloquear la replicacién del virus. El factor nuclear NFO0 (NF90), es una
proteina que pertenece a una familia de proteinas que interactiian con ARN de doble cadena (dsARN). NF90
es un factor transcripcional, juega un papel fundamental en el desarrollo, traduccién, edicién del ARN, en
estabilidad de ARNm y en respuesta antiviral. Teniendo en cuenta que la formacién del complejo Rev-RRE,
depende de interacciones proteina-proteina y proteina-acidos nucleicos, nos interesamos en determinar si
NF90 interfiere con la formacién de dichos complejos. Utilizando como modelo el gen reportero CAT, mos-
tramos que NF90 regula negativamente la funcién de exportacién de Rev. Ademds nuestros resultados mues-
tran que NF90 afecta la localizacién subcelular de Rev y este proceso es sensible al tratamiento con leptomi-
cina B. Finalmente encontramos que NF90, directa o indirectamente esta implicada en la exportacién de
transcriptos ligados a la estructura RRE, los cuales son exportados hacia el citoplasma, donde son traducidos
en la respectiva proteina. En conclusién, nuestros resultados muestran que NF90 afecta la funcién de Rev,
bien por una interaccién proteina-proteina o afectando la afinidad de Rev por RRE.

Palabras clave: replicacién, respuesta innata, transcripciéon, CRM1.
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RESUMEN
El estudio de la inmunidad innata durante la infeccién por el VIH-1 es un drea de interés pues varios de sus
componentes tienen actividad directa anti-VIH-1y son susceptibles a esta infeccién. Sin embargo, la caracteri-
zacion fenotipica y funcional de células de la inmunidad innata en los nifios infectados por el VIH-1 apenas esta
siendo explorada, al igual que el papel de las células T reguladoras (CTr) en esta infeccién. El objetivo del pre-
sente trabajo fue determinar la frecuencia en sangre periférica y la respuesta funcional de las células dendriticas
mieloides (CDm), CD plasmacitoides (CDp), linfocitos T con TCR invariante (iNKT) y CTr, en nifios VIH-1+. Se
evaluaron 13 nifios VIH-1+ y 13 nifios sanos; la frecuencia de las diferentes subpoblaciones celulares se de-
terminé por citometria de flujo; esta técnica también se utilizé para evaluar la expresiéon de los marcadores
funcionales GITR y CTLA-4 en las CTr. Para evaluar la respuesta funcional, las células mononucleares de sangre
periférica fueron estimuladas con CpG ODN (agonista sintético del TLR9) o acido lipoteicoico (agonista del
TLR2), para determinar la produccién de IFN-y e IL-12 y la expresién de las moléculas CD80 y CD86 en las CD.
Los nifios VIH-1+ presentan una disminucién significativa de CDp y células iINKT en comparacién con los



controles. El marcador funcional CTLA-4 se encontré en mayor densidad en las CTr de nifios VIH-1+.
Adicionalmente, los nifios VIH-1+ presentaron una disminucién significativa en la produccién de IFN-y. Estos
resultados indican que existen alteraciones en el sistema inmune innato y en las CTr de los nifios infectados
por VIH-1, lo que podria potenciar la inmunodeficiencia inducida por este virus y ayuda a explicar, al menos
parcialmente, la evolucién mas agresiva y rdpida de la infeccién por VIH-1 en la poblacién pediatrica.
Palabras clave: células de la inmunidad innata, células T reguladoras, VIH-1.
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RESUMEN

La inmadurez del sistema inmune es considerada la principal causa de morbimortalidad neonatal. Estudios
recientes sefialan que alteraciones en células presentadoras de antigeno, como las células dendriticas (CD),
afectan la funcién de los linfocitos T (LT) neonatales. Adicionalmente, alteraciones en el fenotipo y funcién
de los LT han sido observadas en nifios no infectados nacidos de madres VIH-1+; no obstante, la evaluacién
de las CD en este grupo de neonatos no se habia realizado. Este estudio determind la frecuencia de las CD
mieloides (CDm) y plasmacitoides (CDp) en neonatos nacidos de madres VIH-1 positivas y negativas, asi
como su expresion de las moléculas CD80, CD86 y B7-H1 (en condiciones basales y después de la estimu-
lacién con agonistas de los TLR) y la produccién de IFN-a en respuesta al virus de influenza y al CpG ODN.
Un grupo de adultos sanos se incluyé como control. Los neonatos no infectados nacidos de madres VIH-1+
presentaron aumento en el nimero de CDm, con niveles similares al grupo control, mientras que neonatos
nacidos de madres VIH-1 negativas tuvieron una disminucién significativa en el porcentaje de CDm y CDp
comparado con el grupo control. La expresién basal de B7-H1 en CDp estaba disminuida en ambos grupos
de neonatos comparada con el control. Las CDm de neonatos nacidos de madres VIH-1+ y del grupo control
regularon positivamente las moléculas CD80 y CD86 después de la estimulacién con LPS, mientras que la
produccién de IFN-a, después de la estimulacién con CpG ODN, fue similar en los tres grupos. Estos resul-
tados evidencian que la exposicién intrauterina a antigenos del VIH-1 induce cambios en las CD neonatales,
induciendo un fenotipo semejante al observado en individuos adultos sanos. Por lo anterior, es necesario de-
terminar las implicaciones a largo término de estos hallazgos sobre la funcién de las CD de neonatos expues-
tos al VIH-1.

Palabras clave: neonatos, exposicién intrauterina al VIH-1, células dendriticas, moléculas accesorias.
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T30. ACTIVIDAD DISULFURO ISOMERASA DE LA SUPERFICIE CELULAR SOBRE EL ROTAVIRUS
DURANTE LOS EVENTOS INICIALES DEL PROCESO INFECCIOSO
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Universidad Nacional de Colombia. Bogotd, Colombia.

RESUMEN
Las interacciones de los rotavirus con los receptores celulares pueden ser secuenciales e implicar cambios con-
formacionales en las proteinas virales desplegando dominios no expuestos durante el proceso de unién y
penetracién a la célula. Con esta investigacién se pretende determinar si el rotavirus utiliza las proteinas de
actividad disulfuro isomerasa (PDls) asociadas a la membrana celular, para generar cambios conformacio-
nales, exponiendo diferentes dominios de interaccién con los receptores celulares. Mediante técnicas inmuno-
l6gicas se determiné que al menos uno de los miembros de las PDls estd presente en la membrana citoplas-



matica de las células MA104, la proteina disulfuro isomerasa (PDI); ademas hay inhibicién de la entrada del
virus a la célula, cuando se incuban las células con anticuerpos especificos de la PDI y también con inhibidores
de la funcién disulfuro isomerasa superficial como son el DTNB (5,5’-Dithio-bis-(2-nitrobenzoic acid)) y la
bacitracina. Igualmente incubando las células MA104 y Caco-2 con péptidos sintéticos de regiones virales que
poseen cistefnas, se observé disminucién de la infeccion. Al incubar anticuerpos generados contra los pépti-
dos, con virus adheridos a 4 °C a las células o previamente incubados con el virus en suspensién, éstos blo-
quearon la entrada de los rotavirus a las células. En la actualidad se estan determinando las proteinas de la
cépsula viral involucradas en la reaccién con la PDI, marcando con biotina los grupos disulfuro que queden
expuestos durante los cambios conformacionales que sufre el virus en los diferentes eventos de unién con los
receptores celulares. Los resultados hasta ahora obtenidos sugieren que las proteinas disulfuro isomerasa
estan implicadas en las reaciones tiol(-SH)/disufuro(-S-S-) en los eventos iniciales de entrada del rotavirus a
la célula. Este trabajo ha permitido el inicio de blsqueda de farmacos capaces de inhibir esta actividad con
miras a tratamientos farmacoldgicos de la infeccién rotaviral.

Palabras clave: rotavirus, actividad disulfuro isomerasa, cambios conformacionales.
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RESUMEN

Las proteinas Hsc70 y la integrina avb3 se han reportado como posibles receptores de rotavirus localizadas
en microdominios lipidicos rafts en las lineas celulares MA104 (derivadas de rifién de mono verde africano) y
CACO?2 (derivadas de adenocarcinoma de colon humano). El presente estudio se propuso investigar si estas
dos proteinas se encuentran asociadas en microdominios lipidicos rafts de la membrana plasmatica de células
intestinales (hospedero natural de rotavirus) de ratén lactante. La metodologia incluyé inmunocitoquimica e
inmunofluorescencia para determinar si estas dos proteinas se encuentran localizadas en la membrana de es-
tas células. Para verificar que estan presentes en rafts se realizaron ensayos de centrifugacién en gradientes de
sucrosa del lisado celular tratados o no con b-metil-ciclodextrina, el cual deshace los rafts, las fracciones aisla-
das se separaron por SDS-PAGE y se analizaron mediante western blot con anticuerpos especificos para Hsc70
o para la integrina avb3. La asociacién de las dos proteinas se determiné tratando las fracciones con octil-b-
glucésido y b-metil-ciclodextrina, sometiéndolas a coinmunoprecipitacién y ELISA de captura con anticuerpos
especificos (anti-Hsc70 o anti-b3). Adicionalmente se plantean ensayos de bloqueo de la infeccién con anti-
cuerpos contra Hsc70 y av-3 en segmentos de intestino delgado (duodeno, yeyuno e ileon) de ratones ICR
in vitro para verificar la participacién de estas dos proteinas como posibles receptores durante la infeccién por
rotavirus. Con esta metodologia se demuestra que la proteina Hsc70 y la integrina avb3 se encuentran aso-
ciadas en microdominios lipidicos rafts en la membrana plasmatica de células intestinales de ratén lactante.
Falta por definir el papel que juega este complejo proteico como posible receptor de rotavirus en las células
intestinales del ratén lactante.

Palabras clave: rotavirus, receptores, Hsc70, integrinas.
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Las plantas de la familia Euphorbiaceae son reconocidas por ser fuente de sustancias bioactivas antimicro-
bianas, particularmente antivirales. En este trabajo, extractos etandlicos de hojas o latex de diez especies de



dicha familia fueron sometidos a particién en diferentes solventes para determinar la actividad antiviral contra
los Virus del Herpes Simplex Humano 1y 2 (HSV-1y HSV-2), e Influenza A (Flu-A) con el siguiente protocolo:
i)Determinacién semicuantitativa de actividad antiviral preliminar (AAVP); ii)Determinacién de la concen-
tracién inhibitoria 50 (CI50) y citotéxica 50 (CC50) mediante la técnica de MTT; iii)Determinacion del indice
de selectividad (IS; relacién C150/CC50). Aquellas fracciones que mostraron un IS >2 fueron subfraccionadas
y cada una de ellas fue sometida de nuevo al mismo proceso, hasta poder identificar metabolitos implicados
en la actividad antiviral con el fin de realizar estudios que demuestren la relacion entre la estructura y la acti-
vidad, apoyados en modelacién quimica. Adicionalmente, se evalué la actividad antitumoral de las fracciones
en cultivos celulares mediante la prueba de viabilidad MTT. Los resultados obtenidos hasta el momento son:
1)La Fraccién Soluble (FS) de P. niruri mostré una AAVP contra el virus Flu A. 2)Ninguna fraccién fue activa
contra HSV-1. 3)Los IS de las FS de C. orinocense, J acotinifolia y Croton sp. para HSV-2 fueron: 2,05, 3,58 y 2,69,
respectivamente. 4)Los IS de las Fraccién Insoluble (FI) de H crepitans, C. orinoicense, Phyllantic sp. y Croton sp.
para HSV-2 fueron: 3,89, 4,04, 3,46 y 7,39, respectivamente. 5)El extracto etandlico del latex de E. tirucalli
inhibié selectivamente el crecimiento de las lineas celulares tumorales Hela-H1 y Hep-2. Esta estrategia de
fraccionamiento bio-guiado puede ser en el futuro utilizada para la bisqueda de principios activos contra
otros virus de impacto epidemiolégico importante a nivel mundial como el virus de la Inmunodeficiencia Hu-
mana tipo 1, Rhinovirus humano 14 y virus Dengue.

Palabras clave: Euphorbiaceae, actividad antiviral, actividad antitumoral, productos naturales.
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RESUMEN

Las cepas de poliovirus vacunal al replicarse en el tracto gastrointestinal y circular en la poblacién tienden a
revertir en las cepas salvajes que le dieron origen; de esta forma podrian producirse brotes epidémicos pro-
ducidos por cepas modificadas originadas de las vacunales. La deteccién de poliovirus en aguas residuales
brinda una informacién sobre la circulacién de estos virus en la comunidad pues cantidades abundantes de
poliovirus son excretadas en las heces de las personas inmunizadas y las aguas residuales actuan como vehicu-
lo de infeccién con las cepas vacunales. Describimos un método de recuperacién viral a partir de aguas resi-
duales y la identificacién viral mediante métodos moleculares. Se recolectaron 18 muestras de igual namero
de sitios finales de descarga del alcantarillado de Armenia durante el mes de agosto por corresponder al pe-
riodo de tiempo seco. La recuperacién y concentracién del virus se realizé mediante el método de Sobsey. Se
identificaron cuatro poliovirus tipo 1y dos poliovirus tipo 3. En una de las cinco muestras que resultaron posi-
tivas para poliovirus se identificé la presencia de mezcla de los serotipos 1y 3. No se encontré poliovirus tipo
2 en ninguna de las muestras estudiadas. En el aislamiento en cultivo celular de células L20B se observaron
efectos citopaticos en las 6 muestras con amplificacién por RT-PCR, asi como una muestra con amplificacién
negativa; en otra muestra hallamos efecto citopatico en células Vero. La deteccién de poliovirus mediante RT-
PCRy cultivo celular en células L20B y Vero en siete de las 18 muestras (39,9%) indican que el sistema de vigi-
lancia a partir de aguas residuales puede ser un método sensible para la deteccién de la circulacién de poli-
virus. Estos hallazgos indican la alta sensibilidad del sistema de vigilancia a partir de aguas residuales para la
deteccién de poliovirus, lo que permite considerar a las aguas residuales como importantes herramientas a
emplear en un futuro sistema de vigilancia en el pais

Palabras clave: poliovirus.
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RESUMEN

El mecanismo de infeccién por rotavirus parece ser un proceso de multiples pasos atin sin comprender. La pro-
teina de choque térmico hsc70 ha sido propuesta como molécula co-receptora post-adherencia para la entra-
da de rotavirus a células susceptibles. Utilizando ensayos de co-inmunoprecipitacién se demostré que hsc70
interacttia con proteinas estructurales del rotavirus en lisado de células MA104 infectadas, lo que nos sugiere
una funcién in vivo para estas proteinas estructurales durante el proceso de infeccién. Ademds, mediante
ELISA de captura, particulas virales de doble capa DLPs interactian con hsc70; probablemente a través de
VP6. La secuencia de los aminoacidos 531-554 de VP4 y 280-297 de VP6 fueron escogidas con base en se-
cuencias reportadas de unién a Hsc70 utilizando el programa CLUSTAL_X. Mediante ensayos de infeccién se
determiné que la incubacién previa de DLPs y los péptidos sintéticos de VP6 (aa 280-297) y de VP4 (aa 531-
554), individualmente o en combinacién, inhiben la entrada de las cepas de rotavirus RRV, YM y Wa, de una
manera dosis dependiente y aditiva, en células MA104 y CACO-2. Suero hiperinmune contra estos péptidos
sintéticos bloquea la infeccién producida por particulas infecciosas TLPs. Estos resultados sugieren que VP6
toma parte durante la entrada celular del rotavirus uniéndose a hsc70. Estos resultados soportan la funcién
coreceptora de hsc70 como ha sido demostrado por otros investigadores.

Palabras clave: proteinas del choque térmico hsc70, infecciones por rotavirus, péptidos.
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RESUMEN

Con el objeto de determinar el comportamiento de los Astrovirus como agentes causantes de diarrea en al-
gunas regiones colombianas, se colectaron 1.147 muestras de diarrea de nifios menores de cinco afios que
acudieron a los servicios de consulta externa de cuatro centros de salud de regiones de Bogota, Facatativa,
Cartagena y Quibdé, Colombia, durante el periodo comprendido entre 1996 y el afio 2002. La determinacion
de la presencia viral se realizé por medio de pruebas de ELISA encontrando una prevalencia global de 2,8%.
De las muestras positivas se seleccionaron 14 a las cuales se les aisl6 el ARN, se realizaron pruebas de RT-PCR
y secuenciacién de un segmento de 348 pb del ORF 2 del genoma viral para elaborar dendrogramas con el
método de Neihbour joining y asi, determinar su comportamiento filogenético. Las conclusiones generales de
este estudio son que en Colombia los HAstV poseen comportamientos endémicos y que las cepas colombia-
nas no han sufrido cambios evolutivos que les permitan distanciarse de cepas de otros paises.

Palabras clave: Astrovirus humano (HAstV), RT-PCR, filogenética.
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RESUMEN
Enterovirus 71 (EV71) es un agente viral re-emergente, que en los tltimos tiempos ha causado importantes
brotes epidémicos de enfermedad neurolégica fatal en nifios. Hasta el momento, los mecanismos de neuropa-



togenia de EV71 no son claros principalmente por la falta de sistemas experimentales adecuados. Basados en
esto, nos propusimos caracterizar e identificar un modelo celular que permita estudiar los eventos relaciona-
dos con el ciclo bioldgico de EV71 y la proposicién racional de farmacos antivirales efectivos. Hemos carac-
terizado la infeccién por EV71 en dos modelos de células neuronales humanas SH-SY5Y y murinas CAD-R1
mediante estudios de inmunocitoquimica, viabilidad celular y PCR en tiempo real usando como control po-
sitivo de infeccién la linea celular Te-671, ensayando diferentes diluciones virales y tiempos post-infeccién
(p-i.). La linea celular neuronal humana SH-SY5Y presento una expresién de antigenos virales correlacionado
con la expresién de RNA viral y la perdida de viabilidad celular dependientes del inoculo viral aunque con una
tendencia a infeccién latente a partir de 24 horas p.i. Sorprendentemente, la linea celular neuronal murina
CAD-R1 no mostré infeccién aparente por EV71, dado que no se observaron cambios en la viabilidad celular
ni expresién de antigenos virales o presencia de RNA viral hasta 120 horas de infeccién. Es posible que las
células de origen murino, como CAD-R1 carezcan de receptores virales para EV71 debido a un tropismo
estricto por tejidos de primates como ha sido reportado con poliovirus. Por otra parte, la falta de infeccién
por EV71 puede deberse a la ausencia de factores celulares necesarios para la replicacién viral. Las células
CAD-R1 resultan ser un modelo neuronal muy apropiado para comprobar la restriccién de EV71 a células de
origen primate humano y no humano, asi como para el estudio de otros factores de neurovirulencia de EV71.
Palabras clave: enterovirus 71, neurotrépismo, CAD-R1, neuropatogenia.

T37. VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA DEL VIRUS SINCITIAL RESPIRATORIO
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RESUMEN

El objetivo de este trabajo es identificar el Virus Sincitial Respiratorio (VSR) en la infeccién respiratoria baja
en aquellos pacientes hospitalizados desde el 1 de enero al 16 de julio del presente afio (n: 954 casos) y que
en la institucién consideramos de curso complicado (74 casos; 7,7%), que lo hemos definido bajo los siguien-
tes criterios: 1) Estancia intrahospitalaria mayor de cinco dias; 2) Aumento del trabajo respiratorio durante
se estancia; 3) Aumento de los requerimientos de oxigeno durante la hospitalizacién; 4) Sospecha de sobre
infeccién durante el tratamiento; 5) Traslado a Unidad de Cuidado Intensivo. El rastreo viral se realizé utili-
zando la prueba de deteccién répida en aspirado nasofaringeo para bisqueda de VSR, en los pacientes que
cumplian con los criterios descritos. Luego de tener el reporte se analizaron las caracteristicas clinicas de los
pacientes en los que fue positiva la prueba (24 casos), se encontré una incidencia del 32% de infeccién respi-
ratoria baja asociada a VSR en los pacientes hospitalizados cuya evolucién no fue satisfactoria. El cuadro
clinico se presenté en forma de enfermedad aguda con emergencia en marzo y descenso en julio, sintomas
que iniciaron 6 dias antes de la hospitalizacién, el hallazgo clinico predominante fue un cuadro broncoobs-
tructivo con infiltrados inespecificos en la radiologia y como dato asociado al cuadro hemdtico encontramos
valores de monocitosis (no reportado en la literatura), antecedentes de prematurez, contacto con gripe en su
entorno, la mayoria de los pacientes fueron previamente sanos. La evolucién de estos pacientes fue torpida
en el 59%y se presento fallecimiento en 4,1% de los casos. En el 87,5% de los pacientes se uso antibidticos de
diferentes lineas, la estancia hospitalaria fue prolongada con riego de adquirir y provocar infeccién noso-
comial (mas de siete dias) en cerca del 80% de los pacientes, y el 61% requirieron de oxigeno suplementario
domiciliario al egreso. En conclusion el VSR es un agente etiolégico de mucha importancia durante las epi-
demias de infeccidn respiratoria en nuestro medio presentando aumentos considerables de hospitalizacién,
generando un incremento en la morbilidad en la patologia infantil de nuestro pais y ademas ocasiona proble-
mas intrahospitalarios por aumento de los dias de estancia haciendo proclive a nuestras instituciones a la in-
feccién nosocomial viral dada su facilidad de contagio. Se presenta este analisis de casos como una propuesta
de vigilancia epidemioldgica para llevar a cabo en nuestras ciudades latinoamericanas y asi lograr mejorar
nuestras medidas de prevencién local (aplicacién de vacuna en el momento oportuno, educacién en el control
de infecciones en la comunidad y en el &mbito hospitalario cuando emerge la epidemia) y preparar a la pobla-
cién en general y de salud para evitar diseminacién a los pacientes de mayor riesgo de mortalidad durante la
temporada de infeccion respiratoria.

Palabras clave: virus respiratorio sincitial, epidemiologia, infecciones respiratorias.



T38. AGENTES CAUSANTES DE DIARREA EN NINOS MENORES DE CINCO ANOS
EN TUNJA, COLOMBIA

FRED G. MANRIQUE, DIANE BILLON Y. TIGNE, SANDRA E. BELLO, JUAN M. OSPINA
Universidad Pedagégica y Tecnoldgica de Colombia. Tunja, Colombia.

Hospital San Rafael. Tunja, Colombia.

Clinica Saludcoop. Tunja, Colombia.

RESUMEN

El objetivo de éste estudio fue determinar el tipo de agentes infecciosos causantes de EDA en una muestra de
nifios menores de cinco afios que consultaron a IPS de Tunja durante el afio 2004. Es un estudio de corte
transversal, la informacién se recogié mediante aplicacién de una encuesta a 129 nifios menores de cinco
afios afectados por EDA. Adicionalmente se recogié una muestra de heces, en las consultas externas del
Hospital y Clinica Saludcoop de Tunja, Colombia. Se encontré la presencia de Rotavirus en un 48,1%, Shigella
0,8 %, E. coli 13,9%, Campylobacter 2,3%, Giardia lamblia 12,4 % E. histolytica 7%, en 15,5% de los casos no se
identificé agente causal. La asociacién fue creciente con la edad para Rotavirus (p<0,01), E. coli (p<0,05), y
Campylobacter (p<0,001). Se concluyé que el Rotavirus es el mayor agente causal de EDA en menores de un
afio y en general, en menores de cinco afios. Las prevalencias encontradas coinciden con lo reportado en
estudios realizados en Facatativa, Bogotd, Santander, Manizales y Chocé, Colombia; también con estudios
adelantados en Venezuela, Perd México.

Palabras clave: rotavirus, diarrea, salud publica.

T39. TAMIZAJE DE FARMACOS QUE INHIBEN LA INFECCION POR ROTAVIRUS
EN CELULAS MA104, CACO Y CCL6

ANDREA MURILLO, ORLANDO ACOSTA, CARLOS A. GUERRERO
Laboratorio de Biologia Molecular y Celular de Virus. Facultad de Medicina.
Universidad Nacional de Colombia. Bogot4, Colombia.

RESUMEN

En nuestro laboratorio los resultados de un trabajo de doctorado indican que las proteinas celulares perte-
necientes a la familia disulfuroisomerasa (PDI) estan implicadas en los cambios conformacionales de las pro-
teinas externas de los rotavirus, las cuales son necesarias para su internalizacién e infeccién celular. Por otro
lado, se ha reportado que el rotavirus aumenta la expresién y actividad de la enzima ciclooxigenasa (COX) y
que la produccién de prostaglandinas (especificamente PGE2) por parte de la célula, de alguna manera favo-
rece la infeccién viral. En este trabajo nos propusimos hacer un tamizaje de farmacos comerciales de uso
humano con posible inhibicién de las reacciones tiol(-SH)/disulfuro(-S-S-) y de la actividad COX con el obje-
tivo de determinar si estos farmacos inhiben o atendian la infeccién del rotavirus. Al adicionar los farmacos a
células MA104 infectadas con el rotavirus de origen animal RRV encontramos que los inhibidores de la COX
(AINES) y farmacos con grupos sulfhidrilo inhiben la infeccién en diferente grado dependiendo del farmaco.
El resultado se reprodujo al repetir los experimentos con los principios activos de los firmacos comerciales.
Sin embargo, al revisar la literatura encontramos que un grupo de investigacién ya habia reportado en el 2004
el efecto inhibidor de la Indometacina (AINE) del virus RRV en las células Caco-2. Al analizar diferentes AINES
en las células MA104 y enterocitos humanos CCL-6, con rotavirus de origen humano (Wa, Wi, M69), encon-
tramos el efecto opuesto, se aumento la infeccién. Este hallazgo sugiere que los farmacos tienen efectos dife-
rentes dependiendo del virus y quiza de la célula. Con base en estos resultados nos proponemos a futuro uti-
lizar un modelo in vivo para determinar el efecto inhibitorio de farmacos AINES y con grupos sulfhidrilo en la
infeccién de rotavirus en células del intestino delgado de ratén lactante.

Palabras clave: AINEs, rotavirus, ciclooxigenasa.



T40. DETECCION DE LINFOCITOS B DE MEMORIA ESPECIFICOS
DE ROTAVIRUS EN ADULTOS SANOS

CARLOS F. NARVAEZ', JUANITA ANGEL', HARRY B. GREENBERG?, MANUEL FRANCO'
" Instituto de Genética Humana, Pontificia Universidad Javeriana. Bogota, Colombia.
> Department of Medicine, Stanford University School of Medicine. USA.

RESUMEN

La respuesta inmune al Rotavirus (RV) y los mecanismos involucrados en la proteccién generada por las dos
vacunas recientemente aprobadas son pobremente entendidos. Debido a que anticuerpos (Ac) RV-especificos
son el factor de proteccién mds importante contra las infecciones naturales y a la dificultad técnica que implica
medir la respuesta de Ac intestinales (sitio donde el RV preferentemente se replica), detectar y enumerar LB RV-
especificos se vuelve fundamental. Para cuantificar precursores de linfocitos especificos tradicionalmente se
cuenta con el Ensayo de Dilucién Limite (LDA). Adicionalmente, para RV contamos con VLPs-GFP recombi-
nantes, que se unen a LB con inmunoglobulina de superficie RV “especifica”, permitiendo su deteccién. Aqui
nos proponemos reportar en sangre periférica de adultos sanos la frecuencia de LB RV-especificos en varias sub-
poblaciones de memoria. Se realizaron dos procedimientos a partir de LB purificados: 1) Deteccién directa por
citometria de flujo de las frecuencias de LB de memoria (LBm) IgM y LBm switch (IgA/IgG) RV-especificos. 2)
Cuantificacién por LDA en poblaciones sorteadas, de los precursores de LBm IgM y LBm switch (IgA/IgG) RV-
especificos. Observamos una correlacién entre la frecuencia de LBm IgM RV-especificos detectada por cito-
metria y LDA (siendo siempre mayor la frecuencia detectada por citometria que por dilucién limite), lo que su-
giere que por ambos métodos estamos analizando poblaciones similares. No se logré determinar la frecuencia
de precursores de LBm switch RV-especificos por LDA. Por citometria se establecié que la frecuencia de estas
células es 2,5-5 veces menor que la frecuencia de LBm IgM RV-especificos, lo que sumado a la baja eficiencia
de la LDA en poblaciones sorteadas, explica este resultado. Por citometria, el 0,5% de los LBm IgM se unian a
las VLPs, mientras que sélo el 0,2% de los LBm switch se fijaron a las VLPs. Estos resultados involucran la parti-
cipacién de la subpoblacién LBm IgM en la respuesta inmune al virus, interrogante que queda por resolverse.
Palabras clave: linfocito B (LB), rotavirus (RV), Viral Like-Particles (VLPs), ensayo de elusién limite.

T41. EVOLUCION N SILICO DE UNA POBLACION DE VIRUS RNA SEGMENTADO
SOMETIDA A MUTACIONES PUNTUALES Y RECOMBINACION BAJO SUCESIVOS
CUELLOS DE BOTELLA EN CONDICIONES CONSTANTES

CESAR SALDANA
Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias. Pontificia Universidad Javeriana.
Bogotd, Colombia.

Las altas tasas de mutacién, tiempos cortos de replicacién, grandes tamafios poblacionales, la recombina-
cién, los rearreglos, la alternancia de hospederos bajo la influencia de la densidad viral (m.o.i) permiten a las
poblaciones de virus RNA (cuasiespecies) evadir la extincién y adaptarse ante nuevos cambios en las condicio-
nes ambientales como el uso de antivirales. Se disefié y programé un algoritmo evolutivo que permite simular
la evolucién de una poblacién de secuencias de Rotavirus SA11 (VP1 y VP2) sometida a deriva genética y
cuellos de botella, bajo mutaciones puntuales, recombinacién y presiones selectivas para la replicacién. La efi-
cacia biolégica se calculd diferenciando entre silvestres y mutantes segtin la presencia o ausencia de nucledti-
dos y tripéptidos altamente conservados y homologia en las secuencias implicadas en la replicacién: (i) VP1
ugugaccy GDD y (ii) VP2 YXYXYYXY y (iii) 98% de homologia respecto a la secuencia maestra. Existen diferen-
cias significativas entre las secuencias mutadas al azar y mutadas al azar y recombinadas simultdneamente,
como lo muestra la prueba t (44gl, a<0,05). Los experimentos realizados in sillico evidencian: (i) El efecto del
trinquete de Muller por la acumulacién de mutaciones puntuales deletéreas y por tanto pérdida de eficacia
biolégica bajo sucesivos cuellos de botella. (ii) La capacidad de la recombinacién homdloga para corregir
errores generados durantes la replicaciéon dada la ausencia de mecanismos de correccién en las enzimas encar-
gadas de la replicacién, dicha capacidad es directamente proporcional a la densidad viral (m.o.i). (iii) La
adaptabilidad (W) disminuye con el transcurso de los cuellos, sin embargo si W<1 entonces W aumenta con
el transcurso de los cuellos acercdndose a 1, indicando una tendencia a la neutralidad probablemente por el
efecto de la acumulacién de mutaciones silenciosas, o tal vez una posible evidencia de éxtasis evolutivo dado
que las condiciones permanecieron constantes durante toda la simulacién.

Palabras clave: mutacién puntual, recombinacién, cuello de botella, cuasiespecie.



T42. PERSPECTIVA EPISTEMOLOGICA DE LA EVOLUCION DE VIRUS RNA EN LA NATURALEZA

CESAR SALDANA
Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias. Pontificia Universidad Javeriana.
Bogotd, Colombia.

RESUMEN

La evolucién biolégica se da mediante procesos de adaptacién, extincién y optimizacién de variantes de una
poblacién. La evolucién de poblaciones de virus RNA bajo un modelo de cuasiespecies se comporta como un
sistema lejos del equilibrio en donde las altas tasas de mutacién hacen fluctuar la informacién genética cerca
al umbral del error de donde emergen mutantes que permiten a la poblacién viral adaptarse a diferentes
presiones selectivas como la acumulacién de errores en la replicacion por falta de mecanismos de correccién
de copia, cambios de hospedero y el uso de antivirales, entre otras. Dichas poblaciones se auto-organizan
colectivamente e interactian por efecto del azar y la necesidad de cambios ante nuevas condiciones tendiendo
a la estabilidad mediante procesos de optimizacién de la eficacia bioldgica o fitness de la cuasiespecie. Dicho
proceso se debe a la retroalimentacién e iteracién de una triada evolutiva viral (i) causas internas: mutacién,
recombinacion con el hospedero, rearreglos y reordenamientos; (ii) causas externas: deriva genética, cuellos de
botella y densidad viral (m.o.i) la cual es determinante de la recombinacidn entre virus; (iii) causas sinérgicas
es decir las interacciones intrapoblacionales, intracelulares, interorganismicas y ecosistémicas que pueden
facilitar o no el mantenimiento o la adquisicién de un de un nicho que garantice la supervivencia de poblacién.
Palabras clave: mutacién puntual, recombinacién, cuello de botella, cuasiespecie.

T43. MOLECULAR ANALYSIS OF A 348 BASE-PAIR SEGMENT OF OPEN READING FRAME 2 OF
HUMAN ASTROVIRUS. A CHARACTERIZATION OF COLOMBIAN ISOLATES

JUAN C. ULLOA, ADRIANA MATIZ, LEONARDO LAREO, MARIA F. GUTIERREZ
Grupo de Enfermedades Infecciosas, Departamento de Microbiologia.
Pontificia Universidad Javeriana. Bogotd, Colombia.

ABSTRACT

We are reporting computational studies of several genotyped strains of human HAstV isolated in Colombia
which we have genotyped using the 348-bp segment located between nucleotides 258 and 606 close to the
amino terminal region of the complete ORF 2. By biocomputational techniques this 348-bp segment from the
different strains was translated into amino acid sequence. The sequences were aligned and compared in order
to build a dendrogram. Our results show that the 348 bp and the 116 amino acid peptides cluster in a very
conservative way, showing slight genetic variations between them. This slight sequence variability does not
allow us to identify common amino acid substitution patterns shared by all members of each HAstV specific
type, thus suggesting that antigenic epitopes are probably located outside the 116 peptide fragment of this
capsid protein. These results show that there is little recombination among different regions of the ORF2, thus
suggesting that this genotyping method should continue to be useful for serotyping HAstV isolates.

Key words: human diarrhea, human Astrovirus, bioinformatics.
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T44. RESTAURACION DE ADN DE PLASMA COMO ALTERNATIVA PARA LA DETECCION
DE VIRUS DE PAPILOMA HUMANO (VPH) EN MUESTRAS DE PACIENTES CON CANCER
DE CUELLO UTERINO (CCU) Y NEOPLASIA INTRAEPITELIAL CERVICAL (NIC I11)

YAZMIN R. ARIAS, FABIAN CARRILLO, FABIO A. ARISTIZABAL
Grupo de Farmacogenética del Cancer, Departamento de Farmacia,
Universidad Nacional de Colombia. Bogot4, Colombia.

RESUMEN
El ADN de plasma se ha convertido en los ultimos afios en un potencial marcador molecular que revela el
comportamiento tumoral, varios estudios sefialan la importancia y la alta correlacién de hallazgos genéticos,



epigenéticos en tumores primarios, frente o lo detectado en plasma y sumado a esto la facilidad para acceder
a la muestra del paciente lo convierten en un biomarcador en potencia para deteccién, prondstico y segui-
miento de pacientes con diferentes tipos de cancer. Asi mismo, la deteccién de secuencias virales en ciertos
modelos tumorales ha revelado una importante relacién con la progresién de la enfermedad y el desarrollo
de metastasis. En pacientes con cancer de cuello uterino se ha podido establecer la presencia de virus de pa-
piloma humano (VPH) en muestras de ADN de plasma y algunos autores han relacionado esta deteccién con
progresién de la enfermedad y desarrollo de metastasis; sin embargo los porcentajes de deteccién en la ma-
yoria de los trabajos existentes a la fecha son bajos, abarcando del 7 al 20%, esto puede estar dado por dife-
rentes métodos de deteccién, tecnologias empleadas y el tiempo de almacenamiento de las muestras, tanto
de plasma completo como de ADN. Se implementé un proceso pre PCR denominado restauracién de ADN,
extraido de muestras de plasma, almacenadas provenientes, de pacientes con cancer cervical y neoplasia
intraepitelial de alto grado NIC Ill, para establecer si este era capaz de mejorar las condiciones del ADN
obtenido de plasma para aplicaciones de PCR en la deteccién de secuencias virales. Los resultados nos indican
que el proceso de restauracién repara las cadenas de ADN de plasma y por lo tanto recupera su eficiencia
como sustrato de PCR, basado en las condiciones deficientes de este ADN tumoral debido a los procesos que
tiene que atravesar para llegar a la circulacién sanguinea.

Palabras clave: ADN de plasma, VPH, restauracién.

T45. ANALISIS DEL PERFIL DE PRODUCCION DE CITOQUINAS TH1 Y TH2 HACIA LA PROTEINA
E7 DE VPH 16 EN MUJERES CON CANCER CERVICAL INVASIVO TRATADAS CON RADIOTERAPIA

GIOVANNI DELGADO, MARIA A. CESPEDES, MARIA M. BRAVO, ALBA L. COMBITA.
Grupo de Investigacién en Biologia del Cancer. Instituto Nacional de Cancerologia.
Bogotd, Colombia.

RESUMEN

Una alteracién de la respuesta Th1/Th2 hacia diferentes proteinas de VPH ha sido observada durante la carci-
nogenesis cervical. Se ha sugerido que la lisis de células tumorales por las radiaciones-y podria conducir a la li-
beracién de antigenos virales capaces de activar la inmunidad celular especifica. En este trabajo se determina-
ron las frecuencias de linfocitos T CD* especificos contra E7 de VPH16 que expresaban IFNy (Th1) o IL-4 (Th2),
en mujeres con cancer cervical invasivo antes y después de ser tratadas con radioterapia (RT). Se analizaron
muestras de sangre periférica de 12 pacientes antes y después de la RT, de 15 pacientes solamente antes de la
RTy de 16 mujeres sanas. Las células fueron estimuladas por 12 horas con células dendriticas pulsadas con la
proteina E7 de VPH16 (CD-E7) o directamente con péptidos sintéticos derivados de esta proteina (E751-70,
E765-84, E779-98). Posteriormente, fueron marcadas para la detecciéon de moléculas de superficie (CD4,
CD69) y citoquinas intracelulares (IFNy, IL-4) y analizadas por citometria de flujo. Luego de la estimulacién con
CD-E7, respuestas Th1 especificas fueron detectadas en tres de 16 mujeres sanas (frecuencia media de
0,037+0,009%) y en 13 de 27 pacientes con cancer cervical antes de RT (frecuencia media de 0,063+0,016%).
Respuestas Th2 fueron detectadas en tres de los 13 pacientes que presentaron respuestas Th1 (frecuencia
media de 0,027+0,003%). Cuando el péptido E779-98 fue usado como estimulo, respuestas mds altas fueron
observadas en los mismos pacientes (frecuencia media Th1 de 0,233+0,057%; frecuencia media Th2 de
0,097+0,054%). Después de RT, ocho de 12 pacientes mostraron un incremento en la respuesta Th1 especifica
cuando se usé el péptido E779-98 como estimulo. Entre estos ocho pacientes, tres presentaron respuesta antes
y después de la RT (frecuencias medias de 0,183+0,139% y 0,567+0,294%, respectivamente) y cinco respondie-
ron solamente después del tratamiento (frecuencia media de 0,195+0,046%). En contraste con algunos tra-
bajos que reportan de la pérdida funcional de la inmunidad celular especifica contra E7 de VPH16 en pacientes
con céncer cervical, nosotros detectamos repuestas de linfocitos T ayudadores contra esta proteina en cerca de
la mitad de las pacientes analizadas. Después del tratamiento, algunos pacientes mostraron un incremento en
las frecuencias de linfocitos Th1, lo que indica que la respuesta inmune celular especifica contra E7 puede ser
modificada por efecto de la RT, y que podria estar asociado con una mejor respuesta al tratamiento.
Palabras clave: cincer cervical, radioterapia, citoquinas, Th1/Th2, proteina E7 VPH16.



T46. IDENTIFICACION DE PAPILOMAVIRUS HUMANO ASOCIADOS A CANCER CERVICAL
EN MUESTRAS DE CERVIX MEDIANTE REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)
Y PCR MULTIPLE USANDO CEBADORES CONSENSO Y TIPO-ESPECIFICOS

DOLLY C. HERRERA, YULIANA TELLEZ, CATALINA HURTADO, ALVARO M. FLOREZ
Laboratorio de Biologia Molecular y Biotecnologia, Universidad de Santander (UDES).
Bucaramanga, Colombia.

El virus del papiloma humano (HPV) es considerado como un agente infeccioso frecuentemente asociado al
desarrollo de carcinoma de cérvix. En este estudio se demostré la utilidad de una técnica molecular para la
identificacion de genotipos especificos de HPV presentes en muestras clinicas usando la Reaccién en Cadena
de la Polimerasa (PCR) con cebadores consenso MY09/MY11, GP5+/GP6+ y cebadores tipo especifico para
HPV 16 y 18. La primera amplificacién genera un producto de 450 pb con MY09-MY11 y la segunda amplifi-
cacién genera productos a partir de una PCR anidada con una mezcla de cebadores GP5+ - GP6+ y tipo es-
pecificos HPV 16 y 18 de 150, 230 y 300 pb respectivamente. De las 233 muestras recolectadas en la Liga
Santandereana de Lucha Contra el Céncer se han analizado 52 que corresponden a: 23 NICI (44,23%), 1
NICII (1,92%), 11 CONTROL (21,15%), 6 ASCUS (11,53%);11 NORMAL (21,15%). De las 52, 28 (53,84%)
fueron positivas para HPV de la siguiente manera: de las 11 muestras control, ocho fueron positivas; de las
11 normales cinco fueron positivas y de las 23 positivas, 15 estuvieron de acuerdo con el diagnéstico cito-
|6gico. De las 52 analizadas, 24 fueron negativas para HPV (46,15%), dos (3,85%) fueron positivas para HPV
16 y tres positivas (5,77%) para HPV 18. Una muestra diagnosticada como normal por citologia fue positiva
para los dos tipos de HPV (16 y 18); las muestras positivas para HPV que fueron negativas para los serotipos
seran tipificadas mediante cebadores tipo especificos para identificar el tipo de papiloma que presentan. Los
productos iniciales de amplificacién fueron secuenciados y cada muestra fue procesada por triplicado. To-
mando lo anterior, esta técnica molecular es importante para el tamizaje de HPV y puede ser empleado como
método para la deteccién precoz y confirmatoria de las pruebas citolégicas.

Palabras clave: papiloma virus humano, reaccién en cadena de la polimerasa, cancer de cérvix, neoplasia.

T47. VARIANTES MOLECULARES EN E6 DEL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO TIPO 16

ANTONIO HUERTAS, MONICA MOLANO, NUBIA MUNOZ, PABLO MORENO,
LILIANA MARTIN, MARIA MERCEDES BRAVO.

Grupo de Investigacién en Biologia del Céncer. Instituto Nacional de Cancerologia.
Bogotd, Colombia.

RESUMEN

Estudios sobre variantes de VPH16 muestran que algunas de ellas incrementan el riesgo de desarrollo de can-
cer cervical. Aunque existen diferentes reportes acerca de la identificacién taxonémica de variantes de E6 de
VPH16, en la actualidad no hay a nivel mundial un criterio de agrupacién y nomenclatura actualizado, lo que
ha llevado a discrepancias en su agrupamiento y clasificacién. El objetivo de este trabajo fue proponer un
criterio de agrupacion y nomenclatura de variantes en E6/VPH16 actualizado y unificado, basado en los andlisis
de comparacién de secuencias de nucledtidos de reportes previamente publicados. Se hizo una revisién de
literatura publicada a nivel mundial acerca de variantes en E6/VPH16 entre los afios de 1991y 2006, secuencias
reportadas en el GENBANK y Compendio del VPH de 1996. Inicialmente se desarrollaron tablas para la compa-
racién de las secuencias teniendo en cuenta las secuencias consenso. Debido a que se presentaron nuevos y co-
munes patrones de comparacion, las variantes se reagruparon en ramas, clases y subclases. Se identificaron 201
variantes en E6/VPH16, de estas 125 pertenecen a la rama europea (E), 21 pertenecen a la rama asidtica (As),
13 a la rama asidtico americana (AA), siete a la rama norte americana 1 (NA-1), 18 a la africana 1 (Af 1) y 14
ala rama africana 2 (Af 2). Hubo tres variantes que no tuvieron un patrén comun a alguna de estas ramas. Para
la rama E se determinaron dos clases, para las ramas As, AA, NA-1 y Af 2 se determinaron tres clases y para la
rama Af 1 se determinaron seis clases. Los cambios de aminoacidos mas frecuentes fueron el L83V, Q14H,
Q14D, H78Yy R10T. Como conclusién, se presenta una propuesta de clasificacion de variantes de E6 de VPH16
que lleva a complementar y actualizar el criterio de agrupacién y nomenclatura utilizado hasta el momento
Palabras clave: VPH16, variantes, E6 ORF.
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RESUMEN

Determinar el estado de integracién del VPH tipo 16 en pacientes con lesiones intraepiteliales de alto grado
(LIEAG) y céncer de cuello uterino (CCU). En una poblacién de estudio que consistié en 73 pacientes de Bo-
gotd, Colombia diagnosticados con LIEAG y CCU. Se implementé una nueva metodologia basada en PCR para
la diferenciacién de las formas fisicas de VPH analizando la totalidad de la regién E1-E2. La regién E1-E2 fue
dividida en ocho segmentos segtin Vernén (1997) y se empleé conjuntamente el enfoque de Yoshinouchi (1999)
para calcular la relacién densitométrica de E1/E6 y E2/E6. En el 82 y el 80% de las pacientes con LIEAG y CCU
fue detectado el virus. De la misma manera, el tipo viral 16 estuvo presente el 48 y 58% de las pacientes con
LIEAG y CCU respectivamente. En una poblacién de 21 pacientes VPH 16 con CCU se identificaron nueve
(43%) pacientes con formas integradas puras, uno (5%) con formas episomales purasy 11 (52%) con formas
mixtas. Del mismo modo, en una poblacién de 11 pacientes VPH 16 con LIEAG, dos (18%) pacientes presenta-
ron formas integradas puras, cuatro (36%) formas episomales puras y cinco (45%) formas mixtas. El 56% del
total de la poblacién analizada presentd ruptura en E1, especificamente en la zona 5’ de E1 (863-1221 nt), el
22% en los dos genes simultaneamente y el 6% en E2. El 78% de los casos VPH 16 presenté entre cero y tres
rupturas, tendencia que se mantuvo al analizar los resultados de LIEAG y CCU por separado. Se encontré que
existe asociacion entre las formas fisicas de VPH 16 y los estados clinicos analizados, en CCU hay mayor pre-
sencia de formas integradas y en LIEAG de formas episomales. Se implementé una nueva metodologia basada
en PCR para la diferenciacion de las formas fisicas de VPH que permite obtener resultados mas cercanos a la
realidad del evento de integracién viral ya que analiza la totalidad de la regién E1-E2.

Palabras clave: virus del papiloma humano, integracién viral, cancer de cuello uterino, lesiones intraepiteliales
de alto grado.
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RESUMEN

En el presente trabajo se reporta un caso fatal de neumonia por virus de varicela zoster (VWZ) en una mujer de
22 afios con antecedentes de consumo de bazuco que se encontraba en un centro de reclusién femenino en
Bogotd, Colombia. Consulté el centro médico de la cércel por presentar reaccién exantemdtica sugestiva de
varicela y dos dias después fallecié en su celda. Se practicé la necropsia en el Instituto de Medicina Legal y
Ciencias Forenses de Bogotd. Se describieron los signos externos y analizaron por histopatologia pulmén, piel,
corazén y cerebro. Se evidenciaron cambios por neumonia intersticial aguda necrotizante y fibrosis con abun-
dante presencia de macréfagos alveolares con pigmentos oscuros, compatibles con los antecedentes de fuma-
dora de bazuco. Los bloques parafinados de tejidos se procesaron para la extraccién de DNA y amplificacién
del genoma de virus de varicela zoster. Muestras de sangre y suero se procesaron por ELISA para la deteccién de
IgM e 1gG especificos para el virus. Se encontraron altos titulos de IgM especifica para VWZ y se logré amplificar
un fragmento de DNA viral, que fue confirmado por secuenciacién. Las pruebas de laboratorio, permitieron
confirmar el diagnéstico clinico y patolégico inicial. Se concluyé que la muerte se produjo por insuficiencia
respiratoria secundaria al compromiso pulmonar global por una infeccién por virus de varicela zoster. En este
caso las pruebas moleculares y serolégicas aportaron datos definitivos para confirmar la causa de la muerte.
Palabras clave: virus de varicela zoster, neumonia, sindrome de dificultad respiratoria del adulto (SDRA),
PCR, IgM, IgG.
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RESUMEN

Diferentes estudios a nivel mundial han sugerido que variantes en E6/VPH16 y la carga viral pueden ser factores
importantes de persistencia viral y progresion hasta cdncer cervical. No se han realizado estudios de variantes en
E6/VPH16 en mujeres colombianas con citologia normal y tampoco se han reportado asociaciones entre va-
riantes y carga viral. Se analizaron 29 raspados cervicales de mujeres con citologia normal, que pertenecen a la
linea de base de la cohorte de Bogotd, Colombia y que fueron positivas para E6/VPH16. La presencia de va-
riantes en E6 se detecté mediante secuencia directa y el andlisis de carga viral se realizé usando un método semi-
cuantitativo (GP5+/6+ PCR-EIA). Los valores de carga viral se dividieron en tres categorias: alta, intermedia y
baja. Se detectaron variantes europeas en 26 muestras (89,6%), cuatro de ellas tuvieron la secuencia de refe-
rencia (15,4%), 18 tuvieron la variante E-G350 (69,2%), una tuvo la variante E-A176 (3,8%), una tuvo la variante
E-A176/G350 (3,8%), una tuvo la variante E-G131/G350 y la dltima tuvo la variante E-G182. Variantes asiatico
americanas se detectaron en dos muestras (6,9%), una de las cuales tuvo una variante AA-a y la otra 1 variante
AA-c. Finalmente una variante africana 1-b se detectd en una muestra (3,5%). El analisis de carga viral mostré
que 25 muestras tuvieron carga viral alta (86,2%), dos tuvieron carga viral intermedia (6,9%) y dos tuvieron carga
viral baja (6,9%). En conclusién, en mujeres colombianas con citologia normal se observa una diversidad de
variantes en E6/VPH16, con una mayor prevalencia de variantes europeas, principalmente de la E-G350. Una
alta carga viral se observé en la mayoria de las muestras. El papel que juegan estas variantes y la carga viral en
la persistencia de la infecciéon por VPH16 podra ser resuelto con el seguimiento de las mujeres infectadas.
Palabras clave: VPH16, variantes, carga viral.
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ABSTRACT
Human papillomavirus type 16 (HPV16) is usually found in 50% of cervical carcinomas and variants of this type
have been found unevenly distributed in the world. It has been suggested that variations within E6 and LCR of
HPV16 may be associated with cervical neoplasia. The aim of this work was to detect variations in the central
part of the long control region (LCR) and in the E6 gene of HPV16-positive women with cervical cancer. Biopsies
from 59 patients attending at Instituto Nacional de Cancerologia in Bogotd, Colombia were collected and HPV
detection was done using universal primers followed by non-radioactive single-stranded conformational
polymorphism (SSCP) analysis. Sequence variations identified by SSCP in the LCR and E6 regions were confirmed
by sequencing. European variants were identified in 76.3% of cases and the most prevalent variation was 350G
(41.1%). Non-European variants were identified in 11.7% of the samples. A (G to A) transition at nucleotide 7521
was the most prevalent (80%) variation found in the central part of the LCR. The description and report of the



frequency of HPV 16 variants contributes to understand the role of these variants as risk factors of invasive
squamous cell carcinoma of the uterine cervix in Colombia. The standardized conditions of the non radioactive
SSCP and the sequencing to detection of HPV16 variants in this study allowed us to establish specific
electrophoresis patterns that permitted to detect and differentiate within European and no European variants,
to differentiate between subclasses and to do the specific detection of 350G variation. The non radioactive SSCP
employed in this work is an excellent alternative method that can be used as a screening tool of variants.

Key words: HPV16, variants, LCR. E6.
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RESUMEN

En el carcinoma hepatocelular (HCC), principal tipo de cédncer primario de higado, se han descrito mutaciones
en el gen p53, hasta en un 60% de los casos. La sobre-expresién de la proteina p53 ha sido ampliamente des-
crita en HCC. La desregulacién del gen p53 es un evento comun en la mayoria de neoplasias, incluyendo las
asociadas a la infeccién por virus oncogénicos. En el caso del virus de la hepatitis C, asociado al desarrollo del
HCC, diversos estudios han aportado evidencia de la capacidad de la proteina estructural Core del HCV de re-
gular a nivel transcripcional, entre otros, la expresién del gen p53. El objetivo de este estudio fue explorar el nivel
de p53, tanto de ARNm como de proteina, en casos de HCC asociado a la infeccién por HCV, con el fin de
comprobar el posible efecto de la proteina Core descrito en modelos in vitro. 63 casos de tejido hepdtico con
diagnéstico de HCC obtenidos en el periodo 1995-2004 de los departamentos de patologia de la Universidad
de Antioquia y del Hospital Pablo Tobén Uribe de la ciudad de Medellin, Colombia y del Hospital Universita-
rio del Valle de la ciudad de Cali, Colombia, fueron analizados por inmuno-histoquimica para la deteccién
de las proteinas Core y p53. Adicionalmente, fueron incluidos diez casos de tejido hepético congelado a -70 °C,
de explantes provenientes de pacientes con diagnéstico de HCC, para determinacién por RT-PCR del ARNm de
p53. El 16% (10/63) de los casos fueron positivos para la deteccién de la proteina Core del VHC, estos resul-
tados estan acorde con el perfil epidemiolégico esperado para Colombia. El 46% (29/63) de los casos fueron
positivos para la deteccién de la proteina p53; los resultados obtenidos en la sobre-expresién de la proteina p53
se correlacionan con los datos reportados en la literatura. Con respecto al nibel de ARNm de p53, se observé
una correlacion entre el nivel de expresién del ARNm y el nivel de proteina de p53. De igual forma, se evidencié
que en presencia de la proteina Core del HCV, se detect6 un bajo nivel de ARNm de p53; aunque el ndmero de
muestras analizadas para la expresién del ARNm del gen p53 es reducido, los resultados obtenidos en HCC aso-
ciado al HCV podrian sugerir modificaciones de p53 inducidas por la proteina Core del HCV.

Palabras clave: carcinoma hepatocelular, virus de la hepatitis C, proteina core, proteina p53.
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RESUMEN
La infeccion por el virus de la hepatitis C (HCV) y/o el virus de la hepatitis B se ha identificado como el prin-
cipal factor de riesgo en el 80% de los casos de carcinoma hepatocelular (CHC). Diversos estudios han apor-



tado evidencia del papel de las proteinas Core, NS5A y NS3 del VHC en la carcinogénesis hepatica. En el caso
de la proteina Core parece estar implicada en la regulacién de la expresién del gen supresor de tumor p53,
entre otros mecanismos; sin embargo, los resultados han sido contradictorios. Con el propésito de dilucidar
el efecto de la expresién de la proteina Core en el nivel de transcripciéon del ARNm de p53, se utilizé el sistema
de expresion del Virus Semliki Forest (SFV). Células HepG2 fueron transducidas con particulas virales recom-
binantes rSFV-GFP o rSFV-Core (MOI 0,5). Células HepG2 no transducidas fueron usadas como control. El
ARN total fue obtenido de los cultivos celulares 24 horas postransduccién. La amplificacién del ADNc se rea-
lizé utilizando primers interexénicos correspondientes al exén 4 y al ex6n 7 del gen p53. El nivel de ARNm de
p53 fue cuantificado y comparado con el nivel de ARNm del gen constitutivo GAPDH por andlisis densito-
métrico. Las diferencias observadas no fueron estadisticamente significativas, debido posiblemente al marca-
do efecto inducido por la eficiente replicacién del vector viral y el limite de resolucién de la técnica, RT PCR
semicuantitativa. Adicionalmente, se observé un efecto citopético acentuado en las células transducidas con
particulas virales recombinantes rSFV-Core, comparado con las células transducidas con rSFV-GFP. Se planea
realizar la determinacién del nivel de expresion de las proteinas Core y GFP en la linea de Hepatoma HepG2
con la técnica de western blot y realizar ensayos preliminares para evaluar la posible modulacién de la apoptosis
en presencia de la proteina Core del VHC.

Palabras clave: VHC, proteina core, Semliki Forest Virus, HepG2.
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RESUMEN

El principal tipo de cancer primario de higado corresponde al HCC, el cual esta asociado en mas del 80% de
los casos a infeccién por el virus de la hepatitis C (HCV) y/o el virus de la hepatitis B (HBV). Adicionalmente,
la aflatoxina B1 (AFB1), una micotoxina, también ha sido identificada como un factor de riesgo para el desa-
rrollo de HCC. El objetivo de este estudio es describir la frecuencia de tres biomarcadores en biopsias de pa-
cientes con diagndéstico de HCC registradas en el periodo 2000-2005 en cuatro hospitales de Bogota,
Medellin y Cali (Colombia). El primer biomarcador evaluado es la infeccién por HCV. Este biomarcador esta
siendo analizado por deteccién de la proteina Core del HCV por inmunohistoquimica en cortes de tejido
hepadtico incluidos en parafina. El segundo biomarcador evaluado es la exposicién a AFB1. Este biomarcador
estd siendo analizado por deteccién de los aductos AFB1-ADN, por inmunohistoquimica y deteccién de la
mutacién en el codén 249 del exén 7 del gen p53, por PCR-RFLP y secuenciacién directa del ADN obtenido
a partir de cortes de tejido hepatico incluidos en parafina. La proteina Core del HCV se detect6 en diez de 63
muestras analizadas. El aducto AFB1-ADN se detect en dos de 27 muestras analizadas, mientras que la mu-
tacion en el codén 249 de p53 se demostré en una de 40 muestras evaluadas hasta el momento. En una
muestra se detecté en forma simultdnea los biomarcadores de HCV y AFB1. Este estudio representa la primera
evaluacién del porcentaje de casos de HCC asociado a la infeccién por HBV, HCV o coinfeccién y el primero
que se realiza en Latinoamérica para evaluar la exposicién a Aflatoxina; por lo cual aportara informacién
indispensable en posteriores estudios de salud publica y de epidemiologia del HCC.

Palabras clave: virus de la hepatitis C, virus de la hepatitis B, aflatoxina B1, HCC.
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RESUMEN

Dada la creciente necesidad de ampliar las herramientas terapéuticas contra enfermedades animales de im-
portancia econdémica, las plantas de la familia Euphorbiaceae constituyen particularmente, una alternativa en
la busqueda de moléculas con actividad antiviral. En este sentido, se evalué la actividad antiviral (AAV) de los
extractos hexdanico (HE), en acetato de etilo (AE), metandlico (ME) y acuoso (AC) de las plantas Hura crepitans
y Codiaeum variegatum contra el virus de estomatitis vesicular (VEV) y herpes virus bovino tipo-1 (HVB-1). El
tamizaje primario para establecer cuales de los extractos presentaban una relacién entre la actividad antiviral
(AAV) y actividad citotéxica (ACX) = a dos (margen de seguridad preliminar: MSP), mostré que los extractos
evaluados no presentaron AAV contra el VEV, mientras que los extractos HE, ME y AE de ambas plantas mos-
traron AAV contra HVB-1, cepa Bogot4; adicionalmente, los extractos HE, ME y AC de ambas plantas presen-
taron AAV contra HVB-1 cepa Cooper. La cuantificacién mediante el ensayo MTT de la AAV y ACX de aquellos
que presentaron MSP = a dos en el tamizaje primario mostré que la mayor AAV fue: extracto HE de Hura
crepitans y ME de Codiaeum variegatum contra HVB-1 Bogotd y extracto AC de Codiaeum variegatum contra HVB-
1 cepa Cooper. Se determiné ademads que los extractos activos tienen capacidad virucida al disminuir la infec-
tividad de ambas cepas de HVB-1 y que uno de los mecanismos por los cuales se inhibe la replicacién viral es
impidiendo la adhesién de los virus a la célula. Este estudio es pionero en reportar AAV de extractos de
Codiaeum variegatum y AAV de extractos de plantas de esta familia contra el HVB-1. Estos resultados plantean
la necesidad de nuevos estudios para establecer las moléculas responsables de la actividad antiviral y
determinar su potencial terapéutico en patologias causadas por el HBV-1.

Palabras clave: actividad antiviral, Euphorbiaceae, virus de estomatitis vesicular, herpes virus bovino tipo 1.
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RESUMEN

Con el fin de evaluar la participacién de los flebétomos Lutzomyia spp., como reservorios del virus de la esto-
matitis vesicular en areas endémicas de Cundinamarca, Colombia, se realizaron capturas de estos insectos
durante la noche con trampas CDC cada dos meses durante una afio en el municipio de Silvania, posterior-
mente se intento el aislamiento del virus en cultivos celulares Vero, la deteccién del antigeno viral mediante la
técnica de fijacién de complemento en los cultivos celulares infectados y la deteccién del genoma viral por
la técnica de transcripcién reversa - reaccién en cadena de la polimerasa tanto en los insectos capturados
como en los cultivos celulares. De forma paralela a los dias de captura se realizo el sangrado de bovinos, le-
chones y aves para evaluar la actividad viral mediante la prueba microneutralizacién en placa. Se detecté el
serotipo Indiana de los cultivos celulares Vero inoculados con Lutzomyia spp., y se confirmé por la amplifica-
cién de una secuencia de 227 pb del gen L del virus de la estomatitis vesicular. Al mismo tiempo la actividad
viral por ambos serotipos estuvo presente en los animales evaluados durante el periodo de estudio en los bo-
vinos con titulos neutralizantes entre 0,45-2,25 para Indiana y New Jersey. Estos hallazgos contribuyen a
explicar de forma parcial el papel de las Lutzomyia spp. como reservorios en areas endémicas favoreciendo de
esta forma el mantenimiento y transmisién del virus como vector mecanico o bioldgico del agente. Es nece-
sario iniciar estudios detallados para esclarecer el papel que como vectores puedan tener las especies de
Lutzomyias spp. halladas en Silvania (Colombia).

Palabras clave: estomatitis vesicular Indiana, Lutzomias, vector.
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RESUMEN

Utilizando cultivos primarios de fibroblastos de ganado criollo blanco orejinegro (BON) [CPF-BON], se deter-
mind el grado de resistencia/susceptibilidad (R/S) a la infeccién por virus de fiebre aftosa (VFA) subtipos A24
y O1 yvirus de estomatitis vesicular (VEV) serotipos Indiana y New-Jersey. Para VFA se presento polimorfismo
fenotipico en R/S asi: 63% de los CPF-BON fueron muy resistentes (MR), 30% resistentes (R) y 7% susceptibles
(S) a VFA-A24; mientras para VFA-O1, 20% fueron MR, 42% Ry 38% S. Después se evalué la correlacién entre
R/Sy la expresién de la integrina aV-f33 (receptor de VFA). La correlaciéon fue moderada para VFA-A24 y hubo
diferencia significativa en el promedio de expresién de integrina entre las tres categorias de R/S, teniendo me-
nor expresion las MR; no hubo correlacién entre expresién de integrina y R/S para VFA-O1. Adicionalmente,
se analizo el nivel de actividad antiviral (AA) en sobrenadantes (SN) de CPF-BON infectados con VFA, que és-
tos presentan. La correlacién total entre R/S y AA del SN fue moderada, pero las correlaciones parciales fue-
ron excelentes: SNs con alta AA provienen de CPF-BON MRy SNs con baja AA de CPF-BON S; hubo diferencia
significativa en la AA de los SN en las tres categorias de R/S y se demostré que el factor antiviral en los SNs
es termoresistente. Los resultados con VEV mostraron que hay polimorfismo de R/S in vitro a VEV; 33% de los
CPF-BON fueron MR, 50% Ry 17% S a VEV-Indiana y 20% MR, 50% Ry 30% S a VEV-New-Jersey. También se
determiné que la apoptosis (postulada como un mecanismo de resistencia a algunos virus) no se correlaciona
con la R/S a VEV; hay induccién de apoptosis en los CPF-BON, independiente de la categoria de R/S; tam-
poco fue detectada AA en los SNs de los CPF-BON infectados con VEV.

Palabras clave: resistencia natural, actividad antiviral, receptores, apoptosis.
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RESUMEN
El virus del oeste del Nilo (VON) es mantenido en la naturaleza en un ciclo enzodtico ave-mosquito-ave. El vector
principal son los mosquitos del genero Culex. Las aves son los huéspedes amplificadores primarios. Humanos y
caballos son huéspedes incidentales finales. En humanos las infecciones se presentan como enfermedad febril
autolimitada. En casos de enfermedad neuroldgica puede presentarse encefalitis, meningitis o meningoencefa-
litis. Se han reportado brotes en Africa, el medio Oriente, Europa y Asia. El virus aparecié por primera vez en
Estados Unidos en 1999 y se ha documentado su circulacién en México, Islas Caiman, Jamaica, Republica
Dominicana, Martinica, Guadalupe, Cuba, Puerto Rico, El Salvador, Guatemala y Colombia la cual retine todas
las condiciones que favorecen su entrada y desarrollo. Recientemente se documenté su circulacién en caballos
de dos departamentos del Caribe colombiano. El objetivo de nuestro trabajo fue determinar anticuerpos contra
VON en caballos para establecer la circulacién del virus en el departamento del Magdalena. Se tomaron un total
de 95 sueros equinos del departamento del Magdalena, fueron analizados por el ensayo de Reduccién-Neutra-
lizacién en Placa (PRNT). Solo una muestra (1%) presentd titulos de anticuerpos para VON (>10). Ninguno de
estos caballos habfa sido vacunado contra VON previamente. El hallazgo debe ser considerado como evidencia
indirecta de la circulacién del VON en el departamento del Magdalena. Ademds, pone en evidencia que el virus
sigue su diseminacién en la regién Caribe colombiana, teniendo en cuenta los antecedentes de su presencia en



sueros equinos de los departamentos de Cérdoba y Sucre. Esfuerzos adicionales, son necesarios para aislar el
virus e identificar vectores y vertebrados que participan en la transmisién del VON en Colombia.
Palabras clave: Virus del Oeste del Nilo, equinos, flavivirus.

T59. DESARROLLO DE UNA VACUNA INACTIVADA CONTRA
EL VIRUS DE LA FIEBRE AFTOSA

ANA M. RUBIO, ADRIANA FERRERO, ALVARO CASTELBLANCO, CESAR SALDANA
Laboratorio LIMOR Biotecnologia de Colombia S.A.

RESUMEN

El virus de la fiebre aftosa no es letal para su huésped, sinembargo es causante de grandes pérdidas econé-
micas para la ganaderia, dado que ocasiona disminucién de peso por afecciones severas en epitelios linguales
y tracto digestivo que impiden la alimentacién. En Colombia existen dos serotipos: A24 Cruzeiro (VA24)y O1
Campos (VO1C), por ésta razén se produce en el laboratorio LIMOR una vacuna inactivada en vehiculo oleo-
so respondiendo asi a las necesidades de |la ganaderia nacional e internacional. El proceso inicia con un cultivo
de células BHK21 CI13 en suspensién, en MEM suplementado con suero fetal bovino al 10% a 37 °C durante
48 horas, (hasta obtener recuentos de 1x10°/mL). Posteriormente se inocula 0,01 MOI de O1 Campos y
0,001 A24 Cruzeiro en cultivos de células en monocapa (100% de confluencia), incubandolas a 37 °C para
adherencia, absorcién y replicacién del virus. Se observa en microscopio invertido el efecto citopdtico. Se rea-
liza el andlisis de control de esterilidad e integridad viral, inmunogenicidad y titulo viral (mayor de 107,3
DICT50% para O1Camposy 108 DICT50% para A24Cruzeiro). El antigeno producido es almacenado a 4 °C
en constante agitacion (evitar degradacion de proteinas). Las partidas virales de O1 Campos y A24 Cruzeiro
son inactivadas con azacitidina durante 24 horas, transcurrido este tiempo se realiza un control de inocuidad
en células en monocapa (verificar ausencia de particulas virales viables por ausencia de efecto citopatico).
Finalmente se realiza la mezcla de las fases oleosas y acuosas, (obtencién de la emulsién), a la que se realizan
controles microbioldgicos y fisico-quimicos. Por ultimo es almacenada como producto en proceso en agita-
cién a 4 °C hasta el momento de su envase, para luego ser almacenados en refrigeracion.

Palabras clave: vacuna oleosa, cultivo celular, siembra y cosecha de virus, inactivacién.
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RESUMEN
El herpesvirus equino (HVE) es un virus de distribucién mundial, causante de graves pérdidas econémicas, cuya
infeccién primaria se produce en el tracto respiratorio, progresa a través de la mucosa y puede alcanzar otros
sistemas organicos causando abortos, muerte perinatal de potros y sindromes neuroldgicos. Los animales in-
fectados se recuperan sin tratamiento, pero permanecen infectados de por vida. En Colombia, aunque se ha
reportado un aislamiento de HVE, hasta la fecha no se conoce ningtin estudio que demuestre la prevalencia del
virus en la poblacién equina del pais. Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo fue realizar un estudio sero-
Iégico para HVE-1y HVE-4, en animales clinicamente sanos no vacunados contra HVE. Las muestras fueron
tomadas de animales procedentes del Valle de Aburra y Oriente cercano (departamento de Antioquia, Colom-
bia) y del municipio de Villavicencio (departamento del Meta, Colombia), regiones con fuerte influencia en cria
y manejo de equinos en el pais. Se tomaron 139 muestras de suero, a partir de las cuales se realizé un test de
ELISA indirecto, para detectar la presencia de anticuerpos dirigidos contra la glicoproteina G de HVE-1 y HVE-
4. Los resultados muestran que existe una seropositividad mayor al 96% para HVE-4 en las regiones evaluadas;
resultados que son comparables con la prevalencia descrita para el mismo virus en regiones enzodticas de otros
paises. Para el caso de HVE-1, la seropositividad fue del 18,8% en Antioquia y 33,3% en el Meta; dicho porcen-
taje de prevalencia es similar al reportado en Sao Paulo, Brasil, en donde se han descrito ciclos epidémicos de
infeccién. Cabe resaltar la importancia epidemioldgica del estudio, por ser el primero en el pais que reporta



seropositividad en animales clinicamente sanos, lo cual sugiere la presencia del virus y su establecimiento en la
poblacién equina de las regiones evaluadas y probablemente en otras regiones del pais.
Palabras clave: herpesvirus equino, seropositividad, enzootia, latencia.
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RESUMEN

Luego de su la infeccién primaria en el tracto respiratorio superior, el herpesvirus equino (HVE) tipos 1y 4
hace una viremia primaria asociada a células, principalmente linfocitos T y B; mecanismo a través del cual
puede alcanzar otros sistemas orgdnicos produciendo abortos en ultimo tercio de gestacién, muerte neonatal
de potros y sindromes neurolégicos. Aunque los animales se recuperan sin tratamiento, la mayoria permane-
cen infectados latentemente de por vida, realizando principalmente esta latencia en ganglio trigémino (GT) y
en células mononucleares de sangre periférica (CMNSP) (linfocitos T CD57/CD8"); siendo estos animales el
principal recurso epizootiolégico de infeccién para otros caballos. El objetivo del presente trabajo fue demos-
trar la presencia del genoma viral en muestras de CMNSP de equinos clinicamente sanos y en GT de animales
de planta de beneficio usando una técnica de PCR semi-anidada, la cual reconoce la glicoproteina H (gH) de
HVE-1y la gB de HVE-4. Se encontré que 23,8% de las muestras de CMNSP eran positivas para la infeccién
por HVE-1y 18,95% eran positivas para la infeccién por HVE-4; por otro lado en muestras de GT se encontré
un 57,8% de infeccion latente por HVE-1y 47,7% de infeccién por HVE-4. Estos resultados nos confirman que
la infeccién por HVE se encuentra presente la poblacién equina del pais y que existen animales infectados la-
tentemente, los cuales son una fuente de infeccién para otros equinos; por tanto se hace necesario fomentar
y establecer redes de diagnéstico y sistemas de prevencién y control de la enfermedad, encaminados a mejorar
la situacién zoosanitaria de la poblacién equina del pais y disminuir la presentacién de la enfermedad y las
pérdidas econémicas en un sector tan importante de la economia nacional como es el de la explotacién
zootécnica de equinos.

Palabras clave: herpesvirus equino, células mononucleares, latencia.
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RESUMEN
Los virus de estomatitis vesicular (VEV) pertenecen al género Vesiculovirus, familia Rhabdoviridae. Estos virus
producen una enfermedad que es enzodtica en Centroamérica y parte norte de Suramérica. Afecta principal-
mente bovinos, equinos y porcinos. Aunque la enfermedad se conoce desde hace varias décadas, son muchos
los aspectos de su ciclo de vida que siguen sin resolverse. El objetivo de la investigacion fue el de contribuir al
conocimiento de la ecoepidemiologia del VEV, serotipo New Jersey (VEV-NJ) en Antioquia, probando la parti-
cipacién de una especie silvestre, la zarigiieya comun (Didelphis marsupialis), como posible reservorio u hospe-
dero amplificador de este virus, a través de una infeccion experimental. Para esto, se infectaron con 106,5
(DICCS50) cinco zarigiieyas adultas, las cuales no presentaron anticuerpos contra el VEV-NJ. Tres fueron
inoculadas via intradermolingual (IDL) y dos via escoriacién en el hocico (EH). Todos los animales infectados
desarrollaron vesiculas y desprendimiento del epitelio lingual, e inflamacién de las aletas nasales laterales a
las 72 horas postinfeccién (Pl), evidenciando la susceptibilidad de estos animales al virus. EI VEV se aisl6 de
hisopados nasales, oculares y de eséfago-faringe, asi como de lesiones; lo cual nos lleva a proponer que estas
secreciones pueden ser infecciosas para otros hospederos susceptibles y fuentes de diseminacién viral. La
imposibilidad de detectar viremia en estos animales, indica que una fuente de infeccién diferente a la sangre
se requiere para que pueda ocurrir la transmisién del virus. D. marsupialis mostré ser susceptible a VEV-NJ y
exhibié sintomas similares a los observados en hospederos naturales domésticos (vacas y cerdos). Nuestros



resultados sugieren que aunque esta especie no es un buen amplificador del virus, si podria jugar un papel
como reservorio y mantener el virus en el ciclo silvestre, asi mismo podria servir como un buen modelo para
estudiar otros aspectos de la patogénesis de los VEV.

Palabras clave: Didelphis marsupialis, hospedero amplificador, reservorio, virus de estomatitis vesicular.
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RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion, fue posible identificar algunos elementos de secuencia conservados
mediante el andlisis del promotor del gen de la proteina de la capside de 13 Geminivirus (género Begomovirus) del
hemisferio occidental. Tres de estos elementos llamados E, D y G por su homologia en secuencia con los motivos
ERE, DOF y Caja G previamente reportados en diversos promotores de plantas, fueron seleccionados con el fin
de estudiar el papel que desempefiaban dentro del promotor del gen de la proteina de la capside tomando al
Virus del mosaico dorado del chile (PepGMV) como modelo de estudio. El ndcleo del consenso de cada uno
de estos motivos fue mutado y los efectos de tales cambios dentro del promotor de PepGMYV fueron evaluados
mediante ensayos transitorios y andlisis de la expresion especifica de tejido en plantas transgénicas de tabaco.
Los resultados obtenidos muestran que los motivos E, D y G son importantes para la actividad y regulacién del
promotor del gen de la proteina de la cdpside de PepGMV e indicarian que los motivos E, D y G hacen parte
de un arreglo modular de elementos cis-regulatorios que influyen no sélo en la actividad del promotor de CP
de este geminivirus sino ademds en su expresién especifica de tejido. Los gemi-nivirus se han convertido en el
principal grupo de patégenos vegetales en dreas tropicales y subtropicales del hemisferio occidental. Estdn
conformados por uno o dos componentes de DNA circular de cadena sencilla (2,6-2,8kb). Cada componente
contiene unidades de trascripcion divergentes separadas por una region intergénica (300nt), que porta las
regiones reguladoras que permiten la expresion coordinada en espacio y tiempo de los genes virales.

Palabras clave: geminivirus, promotor vira, PepGMV, elementos cis-
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RESUMEN
Seguin registros de la OMS se estima una prevalencia del 3% de la infeccién por el HCV a nivel mundial. Del
50%-80% de los pacientes infectados desarrollan infeccién persistente crénica y cerca del 20% de los casos
progresan a cirrosis, que representa el principal factor de riesgo para el desarrollo de HCC. Hasta el momento
seis genotipos del HCV han sido descritos, con un grado de divergencia del 30%. El objetivo de este estudio
fue determinar los genotipos y subtipos del HCV en casos de cirrosis y HCC. Los casos estudiados incluyeron
diez muestras correspondientes a explantes hepdticos, 6 provenientes de pacientes con diagnostico de HCC



y cuatro provenientes de pacientes con diagnostico de cirrosis asociados a la infeccién por HCV. Los explantes
fueron conservados a -70 °C para posterior extraccion del ARN total por el método TRIzol ®(invitrogen).
La amplificacién de la regién 5‘UTR del genéma viral se realizé mediante RT-PCR nested. A partir del RNA total
se realizé la sintesis de cDNA usando ramdon primers. Luego de la PCR nested se obtuvo un producto de
236pb, correspondiente a la regién nt 78 a nt 314. El genotipo se determino mediante la técnica RFLP utili-
zando las enzimas de restriccion Mval y Bsh12361 con posterior andlisis de los productos de digestién me-
diante electroforesis en gel de agarosa al 3%. El patrén de bandas observado en los diez casos correspondié
al genotipo 1, de los cuales ocho presentaban el patrén de subtipo 1a y 2 de subtipo 1b. Estos resultados
estan de acuerdo con lo reportado en estudios previos realizados en pacientes con infeccién persistente en
Medellin, Bogota y Cali, Colombia. La identificacién del genotipo viral es importante en la eleccién de los
esquemas de tratamiento antiviral, teniendo en cuenta que en la infeccién por HCV genotipo 1 esta asociado
con resistencia al tratamiento con Interferdn.

Palabras clave: HCV, Genotipos, Subtipos, RT-PCR nested, RFLP.
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Un aislamiento del virus del mosaico de la cafa de aziicar (SCMV) grupo maiz proveniente de la regiéon de
Veracruz en la costa Este de México, fue utilizado para buscar proteinas de su hospedante que interactuaran
con las regiones no traducidas (RNT) del genoma viral, estas fueron amplificadas por RT-PCR y posterior-
mente clonadas y secuenciadas. La regién 5’ NTR tiene una longitud de 149 pb y la regién 3’ RNT de 245pb.
Con los transcritos de las regiones NTR marcados radiactivamente se hicieron ensayos de retardo electroforé-
tico utilizando extractos proteicos totales de maiz sano e infectado y sintomatico para SCMV. A continuacién
realizamos ensayos de entrecruzamiento ultravioleta con las RNT y proteinas de maiz. Preliminarmente hemos
encontrado al menos dos proteinas de aproximadamente 25 y 37 kDa respectivamente que se unen y forman
complejos estables con las RNT del RNA genémico del SCMV. Se estén llevando a cabo ensayos de cromato-
grafia de afinidad RNA-proteina para purificar y analizar por espectrometria de masas MALDI (MALDI-MS)
(Matrix Assisted Laser Desorption/lonization-Mass Spectrometry) las proteinas candidatas de interaccidn.
Palabras clave: interaccién RNA-proteina.
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RESUMEN
Se estima que mds de dos billones de individuos han sido infectados por el virus de la hepatitis B (HBV) en el
mundo, de los cuales 350 millones presentan infeccién persistente. Ocho genotipos han sido caracterizados
para HBV, con un grado de divergencia del 8%, designados con las letras A-H. Los genotipos Fy H se consi-
deran autéctonos de Sur y Centro América, respectivamente; sin embargo, también ha sido descrita la circu-
lacién de los genotipos A, B, C, D, y G en Latinoamérica. Algunas evidencias sugieren cierta relacién entre la
infeccién con algunos genotipos virales, mayor riesgo de carcinoma hepatocelulary baja respuesta a la terapia
antiviral. En Colombia no han sido realizados estudios de genotipificacién de HBV; el tnico registro dispo-
nible corresponde a un aislado proveniente de un paciente con infeccién persistente, clasificado como
genotipo F. En este estudio se pretende realizar la caracterizacién de genotipos de aislados de individuos con
infeccién persistente por HBV remitidos al Hospital Pablo Tobén Uribe de la ciudad de Medellin. EI DNA viral
serd obtenido a partir de suero proveniente de pacientes con diagnostico clinico y de laboratorio de infeccién
por HBV. Los genotipos serdn caracterizados por las técnicas de PCR y RFLP. Una vez realizado la PCR, utili-
zando primers especificos para la region S del genoma viral, los productos amplificados sometidos a digestién
con las enzimas de restriccién Styl, Bsrl, Dpnl, Hpall y Eael, serdn cargados en geles de agarosa al 2% para la
obtencién del patrén electroforetico.Ensayos de estandarizacién estdn siendo realizados, utilizando aislados



virales previamente caracterizados. Una vez identificadas los genotipos de los aislados de pacientes, se tratara
de evaluar si existe correlacién con la presentacién clinica de la infeccién.
Palabras clave: virus de la hepatitis B, genotipos, RFLP.
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RESUMEN

La glicoproteina de envoltura (gp120) del VIH-1, estd compuesta por cinco regiones constantes y cinco regio-
nes variables (V); ademas presenta 24 sitios potenciales de N-glicosilacién. Se ha descrito que estos carbohi-
dratos juegan un papel muy importante en el reconocimiento del virus durante la respuesta inmune. Las
regiones V1/V2/V3, juegan un papel muy importante en los cambios confomacionales, necesarios para una
eficiente fusién virus-célula, en la etapa temprana del ciclo replicativo del genoma viral. Estudios previos han
mostrado que existen anticuerpos neutralizantes de tipo IgA capaces de neutralizar aislamientos primarios.
Para el presente trabajo, las regiones que codifican para V1/V2 se amplificaron a partir de genoma de aisla-
mientos primarios de 3 subtipos (A, B y C) de VIH-1 y se clonaron en un vector de expresién. Las proteinas
recombinantes V1/V2 fueron producidas y utilizadas para determinar el papel de la glicosilacién en el recono-
cimiento de los anticuerpos IgA secretora (IgA-S), IgA e IgG, provenientes de dos cohortes (francesa y colom-
biana) de individuos VIH-1 seropositivos. En las dos cohortes se encontraron niveles significativos de IgA-S,
IgA e IgG sérica contra las diferentes proteinas recombinantes. Se observaron diferencias significativas en
cuanto al reconocimiento de anticuerpos, principalmente los de tipo secretor, provenientes de saliva de pa-
rétida. Al evaluar el papel de la glicosilaciéon en dicho reconocimiento, se encontré que los anticuerpos secre-
tores reconocen mejor las formas glicosiladas que los anticuerpos séricos. Estos resultados muestran que
existen diferencias entre la inmunidad secretora y la sistémica en respuesta a la infeccién por el VIH-1. Proba-
blemente esos anticuerpos secretores estdn implicados en la neutralizacién de diferentes subtipos virales a
nivel de la mucosa oral. De ahi la importancia de continuar con este tipo de estudios, ya que su validacién,
contribuiria a la bisqueda de nuevas alternativas profilacticas para el tratamiento del VIH-1.

Palabras clave: neutralizacién, inmunologia, gp120, reaccién cruzada.

P5. REMODELACIONES DEL CITOESQUELETO DE ACTINA,
DURANTE LA INFECCION CON VIRUS DENGUE

CAROLINA QUINTERO', ANDREA TRUJILLO", MARLEN MARTINEZ-GUTIERREZ',
ALVARO BARRERA?, JUAN C. GALLEGO-GOMEZ?

" Programa de Estudio y Control de Enfermedades Tropicales PECET; Linea de
Investigacién Biologia Viral; Universidad de Antioquia. Medellin, Colombia.

* Grupo de Neurociencias de Antioquia; Linea de Investigacién en Neurobiologia;
Universidad de Antioquia. Medellin, Colombia.

RESUMEN
El virus dengue (DENV) es una de las principales problemdticas de salud a nivel mundial; por lo tanto, estu-
dios de la relacién virus - célula hospedera se hacen relevantes, debido a que pueden dirigirse a encontrar
posibles blancos terapéuticos. En distintos virus animales y de plantas, el citoesqueleto (microtubulos, fila-
mentos intermedios y microfilamentos de actina) participa en distintos pasos del ciclo vital: entrada, trans-
porte intracelular, replicacién, ensamblaje y salida. Esta demostrado que la reorganizacién de la actina, esta
mediada por accién de las Rho GTPasas, proteinas que ademds de regular las dindmicas del citoesqueleto,
participan en transcripcién, trafico de vesiculas, diferenciacién y proliferacién celular. Para confirmar la rela-
cién existente entre la infeccién con el DENV y las remodelaciones del citoesqueleto de actina, se han infec-



tado células VERO y BHK-21 con DENV-2, y mediante microscopia de fluorescencia se ha detectado la pro-
teina de envoltura y la actina, observandose cambios en la morfologia celular durante la infeccién. Con el fin
de determinar la participacién de las GTPasas en las remodelaciones de la actina durante la infeccién con
DENV, se han transfectado las lineas celulares VERO, 293T y BHK-21 con plasmidos expresando RhoAy Rac1
-en versiones constitutivamente activa y dominante negativa- y fusionadas a la proteina verde fluorescente
(GFP), con lo que se determind una buena eficacia de transfeccién para las 293Ty las BHK-21, lo cual sugiere
que estas lineas celulares seran dtiles para nuestros préximos ensayos de transfeccién-infeccion. Estos experi-
mentos aportaran nuevos datos sobre la biologia del virus dengue, a nivel celular y molecular.

Palabras clave: dengue, citoesqueleto, actina, Rho GTPasas.

P6. EFECTO DE LA ISOFORMA TRUNCADA DE LA PROTEINA CORE DEL VIRUS DE LA HEPATITIS C
(HCV) EN MARCADORES DE ACTIVACION DE CELULAS DENDRITICAS (DC) HUMANAS
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RESUMEN

La infeccién por el HCV se caracteriza por su alta frecuencia de infeccién persistente (80%), debido entre otros
factores a la capacidad del virus para infectar células dendriticas, impidiendo el aclaramiento viral. DC pro-
venientes de pacientes con infeccién persistente por el HCV presentan un bajo nivel de expresién de las
moléculas coestimuladoras CD80 y CD86, lo que implica la modificacién funcional de las DC y por tanto la
alteracién de la respuesta inmune. Se ha postulado que la proteina Core del HCV modifica la funcién de estas
células, aunque el efecto directo sobre las DC no ha sido completamente esclarecido. En este estudio se
propone evaluar la capacidad de la proteina Core truncada del HCV para inducir modificaciones funcionales
de las CD. Las DC son obtenidas por diferenciacién de monocitos de sangre periférica en presencia de GM-
CSF e Il-4. Las DC inmaduras son obtenidas en el dia siete de diferenciacién y las DC maduras luego de
incubacién adicional por 72 horas con Lipopolisacarido (LPS). La proteina Core truncada del HCV se produjo
en Escherichia coli y corresponde a la isoforma de 120aa deletada en la region C-terminal. Con DC inmaduras
se realizaron ensayos de endocitosis de la proteina, ademas se evalué por citometria de flujo el nivel de expre-
sion de CD86 en DC maduras e inmaduras incubadas con la proteina recombinante. Ensayos preliminares del
efecto de la proteina Core truncada del HCV sobre la funcién de las DC maduras evidenciaron una leve dis-
minucién del marcador CD86, comparado con las DC control con o sin estimulo con LPS. En estos ensayos
se evalu¢ adicionalmente la isoforma de Core de 190 aa obtenida en el sistema de baculovirus; sin embargo,
los resultados fueron invalidados al comprobarse contaminacién con LPS. Se estan realizando nuevos ensayos
para confirmar la disminucién del nivel de CD86 observado en los ensayos preliminares con la isoforma
truncada de core de 120 aa.

Palabras clave: virus de la hepatitis C, células dendriticas, CD86.



