
 
 
 

            

 

 

 

 

 

“Expresión de proteínas virales en cultivos persistentes del 

Adenovirus 36 en línea celular” 

TESIS 

QUE PARA OBTENER EL GRADO ACADÉMICO DE: 

DOCTORADO EN CIENCIAS Y TECNOLOGÍA FARMACÉUTICAS 

PRESENTA: 

M. C. y T. F. Patricia Alarcón Valdés 

DIRECTORES: 

Dr. en C. Jonnathan Guadalupe Santillán Benítez 

Dra. en C. Mirza Gabriela Romero Valdovinos 

Dr. en C. Fernando Martínez Hernández 

 

 

                         

                              Toluca, Estado de México, 2022 

 

 

UNIVERSIDAD AUTÓNOMA DEL ESTADO DE MÉXICO 

PROGRAMA DE DOCTORADO EN CIENCIAS Y TECNOLOGÍA 

FARMACÉUTICAS 

FACULTAD DE QUÍMICA 



2 
 
 

Índice 

Índice ........................................................................................................................................................ 2 

Índice de figuras ........................................................................................................................................ 4 

Resumen ................................................................................................................................................... 5 

Abstract .................................................................................................................................................... 8 

Introducción ........................................................................................................................................... 10 

Persistencia viral ....................................................................................................................................... 20 

Estrategias que comparten algunos virus para establecer la infección persistente in vitro .................... 22 

Infección persistente por adenovirus ................................................................................................... 23 

HAdV-36 ............................................................................................................................................. 24 

Línea celular Vero con potencial para la infección persistente por adenovirus...................................... 25 

Hipótesis ................................................................................................................................................. 27 

Materiales y métodos ............................................................................................................................. 28 

Células ................................................................................................................................................ 28 

Virus ................................................................................................................................................... 28 

Obtención del botón celular o pellet a partir de un cultivo en monocapa. Técnica de tripsinización ...... 29 

Establecimiento de una infección en fase aguda in vitro por HAdV-36 .................................................. 29 

Ensayo TCID50. ..................................................................................................................................... 30 

Ensayo de focos de infección ............................................................................................................... 30 

Tinciones para revelar aspectos morfológicos de la infección ............................................................... 32 

Obtención de un suero hiperinmune de conejo anti-HAdV-36 .............................................................. 33 

Establecimiento de la infección persistente por HAdV-36 .................................................................... 34 

Detección del HAdV-36 en células de cultivo mediante la amplificación génica .................................... 35 

Inmunodetección del antígeno viral en las células infectadas, crecidas en cultivo ................................ 36 

Detección cuantitativa del antígeno HAdV-36 por citometría de flujo .................................................. 37 

Expresión de los ARNm de los genes E1a y E4orf1 del HAdV-46 por RT-qPCR ........................................ 39 

Expresión de proteínas virales por inmunoblot .................................................................................... 40 

Resultados .............................................................................................................................................. 42 

Permisividad de las células Vero a la infección por HAdV-36 ................................................................ 42 

Establecimiento de la infección persistente por HAdV-36 en cultivo de células Vero ............................ 48 



3 
 
 

HAdV-36 desarrolla una infección persistente productiva .................................................................... 50 

El ensayo de focos de infección reveló a los antígenos del HAdV-36 en células infectadas .................... 50 

El DNA del HAdV-36 está presente en las células infectadas de manera persistente ............................. 51 

Antígenos del HAdV-36 se expresan en las células Vero infectadas de manera persistente ................... 52 

En la infección persistente por HAdV-36 la expresión de los genes E1a y E4orf1 muestran una expresión 

diferencial respecto al estado agudo de infección ................................................................................ 55 

Proteínas de HAdV-36 en células persistentemente infectadas ............................................................ 56 

Discusión ................................................................................................................................................ 57 

Conclusiones ........................................................................................................................................... 62 

Perspectivas ............................................................................................................................................ 62 

Anexos ........................................................................................................... ¡Error! Marcador no definido. 

Referencias ............................................................................................................................................. 63 

 

 

  



4 
 
 

Índice de figuras 

Figura 1.Estructura de un Adenovirus ...................................................................................................... 10 

Figura 2. Mapa genético del adenovirus humano tipo 36, HAdV-36 .......................................................... 11 

Figura 3. Efecto citopático por HAdV-36 en células Vero .......................................................................... 43 

Figura 4. Detección del DNA y antígeno viral en las células Vero infectadas de manera aguda .................. 44 

Figura 5. Efecto citopático por HAdV-36 en células A549 y Hep2 .............................................................. 45 

Figura 6 . Efecto de la infección por HAdV-36 en células Vero revelada por tinciones ............................... 46 

Figura 7 . Inclusiones patognomónicas de la infección por adenovirus reveladas por tinción con 

Hematoxilina-Eosina ............................................................................................................................... 47 

Figura 8 . Vacuolas en  células Vero  teñidas por Rojo Oleoso ................................................................... 47 

Figura 7. Infección por HAdV-36 a baja multiplicidad de infección ............................................................ 49 

Figura 8. Infección persistente por HAdV-36 ............................................................................................ 49 

Figura 9. Persistencia del HAdV-36 en células Vero .................................................................................. 50 

Figura 10. Ensayo de focos de infección una inmunotinción que apoya en la detección de virus infeccioso y 

la expresión de los antígenos del HAdV-36 en cultivo de células Vero ...................................................... 51 

Figura 11. Expresión del antígeno viral en células Vero ............................................................................ 53 

Figura 12. Expresión del antígeno viral en células Vero ............................................................................ 54 

Figura 13. Expresión de los mRNA de E1a y E4orf1 en cultivos de células Vero infectadas por HAdV-36 .... 55 

Figura 14. Detección de las proteínas totales del HAdV-36 por western blot en cultivos de células Vero 

infectadas por HAdV-36 .......................................................................................................................... 56 

 

Índice de tablas 

Tabla 1. Líneas celulares susceptibles a la infección por HAdV-36, origen, tipo celular y autores. .............. 25 

 

 

  

file:///C:/Users/Alarcón/Desktop/Tesis%20Patricia%20Alarcon%20para%20enviar%20a%20ccord-290922.docx%23_Toc115370110
file:///C:/Users/Alarcón/Desktop/Tesis%20Patricia%20Alarcon%20para%20enviar%20a%20ccord-290922.docx%23_Toc115370111
file:///C:/Users/Alarcón/Desktop/Tesis%20Patricia%20Alarcon%20para%20enviar%20a%20ccord-290922.docx%23_Toc115370112
file:///C:/Users/Alarcón/Desktop/Tesis%20Patricia%20Alarcon%20para%20enviar%20a%20ccord-290922.docx%23_Toc115370113
file:///C:/Users/Alarcón/Desktop/Tesis%20Patricia%20Alarcon%20para%20enviar%20a%20ccord-290922.docx%23_Toc115370114
file:///C:/Users/Alarcón/Desktop/Tesis%20Patricia%20Alarcon%20para%20enviar%20a%20ccord-290922.docx%23_Toc115370115
file:///C:/Users/Alarcón/Desktop/Tesis%20Patricia%20Alarcon%20para%20enviar%20a%20ccord-290922.docx%23_Toc115370116
file:///C:/Users/Alarcón/Desktop/Tesis%20Patricia%20Alarcon%20para%20enviar%20a%20ccord-290922.docx%23_Toc115370116
file:///C:/Users/Alarcón/Desktop/Tesis%20Patricia%20Alarcon%20para%20enviar%20a%20ccord-290922.docx%23_Toc115370117
file:///C:/Users/Alarcón/Desktop/Tesis%20Patricia%20Alarcon%20para%20enviar%20a%20ccord-290922.docx%23_Toc115370118
file:///C:/Users/Alarcón/Desktop/Tesis%20Patricia%20Alarcon%20para%20enviar%20a%20ccord-290922.docx%23_Toc115370119
file:///C:/Users/Alarcón/Desktop/Tesis%20Patricia%20Alarcon%20para%20enviar%20a%20ccord-290922.docx%23_Toc115370120
file:///C:/Users/Alarcón/Desktop/Tesis%20Patricia%20Alarcon%20para%20enviar%20a%20ccord-290922.docx%23_Toc115370121
file:///C:/Users/Alarcón/Desktop/Tesis%20Patricia%20Alarcon%20para%20enviar%20a%20ccord-290922.docx%23_Toc115370121
file:///C:/Users/Alarcón/Desktop/Tesis%20Patricia%20Alarcon%20para%20enviar%20a%20ccord-290922.docx%23_Toc115370122
file:///C:/Users/Alarcón/Desktop/Tesis%20Patricia%20Alarcon%20para%20enviar%20a%20ccord-290922.docx%23_Toc115370123
file:///C:/Users/Alarcón/Desktop/Tesis%20Patricia%20Alarcon%20para%20enviar%20a%20ccord-290922.docx%23_Toc115370124
file:///C:/Users/Alarcón/Desktop/Tesis%20Patricia%20Alarcon%20para%20enviar%20a%20ccord-290922.docx%23_Toc115370125
file:///C:/Users/Alarcón/Desktop/Tesis%20Patricia%20Alarcon%20para%20enviar%20a%20ccord-290922.docx%23_Toc115370125


5 
 
 

Resumen 

Introducción. Los adenovirus humanos son virus de doble cadena de DNA que pueden 

desarrollar infecciones de manera persistente. La persistencia de estos virus se presenta 

principalmente en las especies B, C, D y E, los cuales pueden afectar el tejido linfoide de las 

adenoides y del intestino, epitelios como el pulmonar y de la córnea, así como en el tejido 

adiposo.  

La persistencia viral es un fenómeno clave para entender la patogenia de algunas 

enfermedades virales crónicas. Para que un virus cause una infección persistente, se 

requiere que restringa su efecto citolítico y evite alterar las funciones vitales de la célula 

para favorecer una interacción virus-célula en equilibrio que permita la replicación viral y la 

supresión o control de la respuesta inmune y/o los mecanismos antivirales sin comprometer 

la supervivencia y multiplicación celular. 

Actualmente, es de interés el estudio del adenovirus humano tipo 36 (HAdV-36) que 

pertenece a la especie D, en virtud de que su proteína E4orf1 muestra un efecto metabólico 

positivo al reducir la hiperinsulinemia y mejorar el metabolismo de la glucosa. Además de 

disminuir los ácidos grasos libres séricos y los triglicéridos hepáticos y tener potencial para 

atenuar la lipotoxicidad renal a pesar de estimular la adipogénesis. Estos cambios 

metabólicos pueden estar relacionados con la persistencia del virus; sin embargo, debido a 

la falta de un modelo, no se ha aclarado el mecanismo y los factores que expliquen cómo 

los adenovirus pueden inducir una infección persistente. 

Objetivo. El objetivo de este estudio fue establecer la infección persistente con el 

Adenovirus humano tipo 36 in vitro en una línea celular y comparar la expresión de E1a y 

E4orf1 respecto a la infección en estado agudo. 

Método. Se infectaron las líneas celulares Vero (células epiteliales de riñón de mono, ATCC 

CCL-81), A549 (células de adenocarcinoma de pulmón humano, ATCC CCL-185) y Hep2 

(células de carcinoma epidermoide humano, ATCC CCL-23) con el adenovirus humano tipo 
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36 (ATCC VR-1610). Las células se infectaron con el stock de HAdV-36 a una multiplicidad 

de infección (MOI) de 0.5 para obtener cultivos infectados de manera persistente. 

El establecimiento de la infección persistente por HAdV-36 en cultivo se evaluó en los 

diferentes pases de acuerdo con los siguientes parámetros: 1) Producción de partículas 

virales infecciosas que fueron determinadas por ensayos de TCID50; 2) Expresión del 

genoma viral determinado en las células mediante la PCR para un fragmento del gen E1a; 

3) Detección cualitativa del antígeno viral mediante ensayos de inmunolocalicación por 

inmunofluorescencia e inmunoperoxidasa indirecta; 4) Detección cuantitativa del antígeno 

viral por citometría de flujo. Además, el efecto de la infección sobre la morfología celular se 

puso de manifiesto utilizando las tinciones de Hematoxilina Eosina, Giemsa y rojo oleoso. 

Para analizar cómo se expresan E1a y E4orf1 principales genes virales asociados a la 

remodelación del metabolismo e involucrados en el establecimiento y mantenimiento de la 

infección en estado persistente se evaluaron en los pases las expresiones de RNAm por RT-

qPCR. 

Resultados. En el presente trabajo se estableció la infección persistente por HAdV-36 en 

cultivo de células Vero que se ha mantenido durante 35 pases en el trascurso de 244 dpi. El 

análisis de los ensayos TCID50 mostró que en los sobrenadantes de los pases 

persistentemente infectados el título viral oscilo entre 104 y 106 TCID50/mL; la amplificación 

génica por PCR convencional demostró la presencia del DNA viral en las células de los pases 

infectados de manera persistente; los ensayos de inmunofluorescencia e inmunoperoxidasa 

indirectas revelaron la presencia del antígeno viral en las células infectadas de manera 

persistente y utilizando la citometría de flujo se confirmó que un 50% de las células de los 

cultivos persistentemente infectados expresaron el antígeno viral; el análisis de la expresión 

de los RNAm mostraron una baja expresión relativa de E1a y una disminución no 

significativa en la expresión relativa de E4orf1 después de 53 días posinoculación (dpi), 

respecto a la infección en estado agudo. 
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Conclusiones. Este trabajo muestra el establecimiento de un modelo in vitro de infección 

persistente por HAdV-36 en células Vero con las características de un cultivo acarreador y 

su utilidad para el estudio de la participación de la proteína E4orf1 en el establecimiento de 

la persistencia viral. 
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Abstract  

Introduction. Human adenoviruses are double-stranded DNA viruses that can develop 

persistent infections. The persistence of these viruses occurs mainly in species B, C, D, and 

E, which can affect the lymphoid tissue of the adenoids and the intestine, epithelia such as 

the lung and cornea, as well as in adipose tissue. 

Viral persistence is crucial to understanding the pathogenesis of some chronic viral diseases. 

For a virus to cause persistent infection, it is required to restrict its cytolytic effect and avoid 

altering the vital functions of the cell to favor a balanced virus-cell interaction that allows 

viral replication and the suppression or control of the immune response and/or antiviral 

mechanisms without compromising cell survival and multiplication. 

The study of human adenovirus type 36 (HAdV-36), which belongs to species D, is 

interesting since its E4orf1 protein shows a positive metabolic effect by reducing 

hyperinsulinemia and improving glucose metabolism. In addition to reducing serum free 

fatty acids and hepatic triglycerides and having the potential to attenuate renal lipotoxicity 

despite stimulating adipogenesis. These metabolic changes may be related to the 

persistence of the virus; however, due to the lack of a model, the mechanism and factors 

that explain how adenoviruses can induce persistent infection have not been clarified. 

Objective. The objective of this study was to establish persistent infection with human 

Adenovirus type 36 in vitro in a cell line and to compare the expression of E1a and E4orf1 

concerning infection in the acute state. 

Method. Cell lines Vero (monkey kidney epithelial cells, ATCC CCL-81), A549 (human lung 

adenocarcinoma cells, ATCC CCL-185), and Hep2 (human epidermoid carcinoma cells, ATCC 

CCL-23), were infected with human adenovirus type 36 (ATCC VR-1610). In addition, cells 

were infected with HAdV-36 stock at a multiplicity of infection (MOI) of 0.5 to obtain 

persistently infected cultures. 

We evaluated the establishment of persistent infection by HAdV-36 in culture was assessed 

in the different passages according to the following parameters: 1) Production of infectious 
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viral particles that were determined by TCID50 assays; 2) Expression of the viral genome 

determined in the cells by PCR for a fragment of the E1a gene; 3) Qualitative detection of 

viral antigen by immunofluorescence and indirect immunoperoxidase immunolocalization 

assays; 4) Quantitative detection of viral antigen by flow cytometry. In addition, the effect 

of infection on cell morphology was revealed using hematoxylin-eosin, Giemsa, and red oil 

stains. 

To analyze how E1a and E4orf1 are expressed, the leading viral genes associated with 

metabolic remodeling, and involved in establishing and maintaining infection in a persistent 

state, the expressions of mRNA were evaluated in passages by RT-qPCR. 

Results. In the present work, we established persistent HAdV-36 infection in Vero cell 

culture that has been maintained for 35 passages throughout 244 dpi. Analysis of the TCID50 

assays showed that in persistently infected passage supernatants, the viral titer ranged 

between 104 and 106 TCID50/mL; gene amplification by conventional PCR demonstrated the 

presence of viral DNA in cells from persistently infected passages; indirect 

immunofluorescence and immunoperoxidase assays revealed the presence of viral antigen 

in persistently infected cells, and flow cytometry confirmed that 50% of cells in persistently 

infected cultures expressed viral antigen; mRNA expression analysis showed a low relative 

expression of E1a and a non-significant decrease in the relative expression of E4orf1 after 

53 days post-inoculation (dpi), compared to infection in the acute state. 

Conclusions. This work shows the establishment of an in vitro model of persistent infection 

by HAdV-36 in Vero cells with the characteristics of a carrier-state culture and its usefulness 

for the study of the participation of the E4orf1 protein in the establishment of viral 

persistence.  
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Introducción 

Adenovirus. Descripción general  

Los adenovirus humanos (HAdVs) son agentes infecciosos que pertenecen al género 

Mastadenovirus de la familia Adenoviridae (Maclachlan et al., 2017). Se clasifican en siete 

especies (A-G) dentro de las que se agrupan más de 90 tipos, que incluyen 51 serotipos 

definidos por ensayos de neutralización cruzada, y más de 40 genotipos determinados por 

análisis filogenético de las secuencias de las proteínas de la cápside (hexon, base pentón y 

fibra) (Seto et al., 2011; Robinson et al., 2013). 

Una partícula de adenovirus (Figura 1) tiene un diámetro aproximado de 90 nm con una 

cápside icosaédrica desnuda, que en su mayoría está constituida por las proteínas del hexon 

(63%) y del pentón que está formado por la base y la fibra (Rux y Burnett, 2004). La 

antigenicidad del virus está conferida por las glicoproteínas de la protuberancia de la fibra 

la que a su vez funciona como correceptor (Russell, 2009). 

La estructura de una partícula de los adenovirus está representada en la figura 1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1.Estructura de un Adenovirus 

Representación de la estructura de un Adenovirus. Tomado y modificado de Leppard, 

2014 
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Los HAdVs tienen un genoma lineal (Figura 2) de DNA de doble cadena con longitud entre 

36 y 38 kb, dependiendo del tipo. El genoma de los adenovirus se organiza en unidades de 

transcripción tempranas (E1A, E1B, E2, E3, E4), intermedias (IX, IVa2) y una unidad tardía 

principal (L1 a L5). Esta organización depende si se expresan antes o después de la 

replicación del DNA viral. Las dos cadenas de DNA codifican más de 40 proteínas diferentes, 

12 de las cuales son parte de la estructura (Smith et al., 2010; Arnold et al., 2010). 

 

 

 

 

 

 

 

El genoma viral se divide en dos regiones: la región de transcripción temprana referida con 

la letra “E”, (del inglés, Early), codifica para las proteínas E1A, E1B, E3 y E4 que actúan como 

transactivadores en la expresión de otras regiones virales y la región de transcripción tardía 

referida con la letra “L”, (del inglés, Late) que codifican principalmente las proteínas de la 

cápside (Modrow et al., 2013). 

Enseguida se describen de manera breve algunos genes adenovirales y ciertas funciones 

relacionadas a la replicación de los adenovirus: 

Figura 2. Mapa genético del adenovirus humano tipo 36, HAdV-36 

Mapa de la transcripción del genoma de un adenovirus humano (HAdV-36). El DNA genómico se 

representa con la línea en escala en color negro numerada en pares de bases desde el extremo 

izquierdo en el centro del diagrama. La transcripción en la hebra sentido hacia la derecha (arriba) y en 

la hebra anti sentido, hacia la izquierda abajo. Los genes (regiones de genes) se indican en sombra 

gris. Los transcritos tempranos se señalan con la letra E y los tardíos con la L. La caracterización del 

HAdV-36 indica que posee 39 marcos de lectura abiertos (ORF). Tomado de Arnold et al., 2010. 
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En el caso de los genes tempranos E1B y E3 se conoce que estimulan la replicación viral y 

pueden actuar bloqueando la apoptosis. Respecto, a los productos del gen E2 (como la 

proteína de unión a DNA de cadena sencilla, el precursor de la proteína terminal del 

adenovirus y la DNA polimerasa) pueden estimular la replicación del DNA viral y la 

consiguiente transcripción de los genes tardíos (Russell, 2000). 

Las proteínas E3 son conocidas por sus funciones inmunomoduladoras: E3 (de peso 14.7 

KDa) puede inhibir la señalización mediada por el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) 

para suprimir la inflamación y la citólisis; el complejo E3 del Receptor de Internalización y 

Degradación (RID), que está integrado por las proteínas E3/10.4 KDa y E3/14.5 KDa, pueden 

eliminar de la superficie celular a los receptores 1 y 2 del ligando inductor de apoptosis 

relacionado a TNF y al receptor del factor de crecimiento epidérmico para promover su 

posterior degradación en los lisosomas, bloqueando la apoptosis y protegiendo a las células 

infectadas contra el TNF (McSharry et al., 2008).  

La glicoproteína E3 19KDa se ha documentado que inhibe el reconocimiento por el complejo 

mayor de histocompatibilidad clase I, que al retenerse en el retículo endoplásmico puede 

bloquear el trasporte del antígeno viral a la superficie celular y evadir la acción citolítica por 

parte de los linfocitos T citotóxicos (Russell, 2000; Wold y Gooding, 1989). 

Una proteína derivada del gen E3 denominada proteína de muerte de adenovirus (ADP por 

sus siglas en inglés), facilita la citólisis tardía de la célula infectada y, por lo tanto, los viriones 

se liberan de manera más eficiente. De forma interesante, se ha documentado que la 

función del gen E3 no es necesaria para la replicación viral in vitro (Jogler et al., 2006). 

Las funciones inmunomoduladoras de las proteínas de la región E4 han sido estudiadas 

principalmente para los adenovirus de la especie C; esta región codifica proteínas 

involucradas en la respuesta al daño del DNA y la apoptosis,  (Hendrickx et al., 2014). E4orf6 

junto con E1B 55KDa (para HAdV-5 o HAdV-2) contrarrestan las defensas de la célula 

hospedera mediadas por la proteína celular p53 e inducen la exportación selectiva de ARNm 
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viral tardío desde el núcleo al citoplasma e inhibe la exportación del ARNm celular (Flint y 

Gonzalez, 2003). 

E4orf3 inhibe la producción de IFN y altera la organización de proteínas celulares 

involucradas en la respuesta antiviral, para formar inclusiones nucleares denominados 

cuerpos de la proteína de leucemia promielocítica (PML) (también llamado dominio 

oncogénico de PML o dominio nuclear 10) (Hendrickx et al., 2014). Los cuerpos de PML son 

montados por las proteínas PML y el factor de defensa asociado al dominio de muerte 

(Daxx) y se unen a las proteínas E1A dependiendo de la región CR2 de E1A e impiden la 

respuesta antiviral mediada por IFN (Hendrickx et al., 2014; Vink et al., 2015). 

Además, se demostró que E4-ORF3 promueve la formación de heterocromatina, regulando 

negativamente la expresión génica dependiente de p53 (Vink et al., 2015). 

Por otra parte, las proteínas E1A y E4orf1 se han relacionado al establecimiento de la 

persistencia viral.  

E1A 

E1A junto con E1B constituyen la región E1 de los adenovirus. Su expresión resulta en por 

lo menos cinco isoformas o transcriptos con diferentes coeficientes de sedimentación (S) 

(13S, 12S, 11S, 10S, 9S) que surgen del corte y empalme diferencial de un pre-RNAm 

(Stephens y Harlow, 1987). Las principales variantes 13S y 12S se expresan en la primera 

hora después de la infección (Singh et al., 2019) para localizase tanto en el citoplasma como 

en el núcleo de la célula infectada (Pelka et al., 2008).  

Para los HAdV-2 y 5, las isoformas 13S y 12S, constan de 289 y 243 a.a. y difieren solo por la 

presencia de una secuencia interna de 46 aminoácidos (Pelka et al. 2008); se ha establecido 

que para HAdV-36, E1A tiene una longitud total de 253 a.a (Avvakumov et al., 2004). 

Muchas de las funciones de E1A se conocen a partir de estudios con HAdV-5 y HAdV-2. Sin 

embargo, se acepta que las funciones de esta proteína se conservan entre las siete especies 

de HAdVs debido a la alta similitud entre sus secuencias (Avvakumov et al., 2004).  
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El gen inmediato temprano E1a es el primero en ser transcrito y actúa como transactivador 

celular al inducir la expresión genética temprana junto con E1B, E2, E3 y E4 y regular la 

expresión de genes celulares que inducen a las células quiescentes a entrar en la fase de 

síntesis e inducir las condiciones óptimas para la replicación viral (Modrow et al., 2013). 

Además, puede interferir con los procesos de división celular y con la regulación de NF-κB y 

p53, a través de la interacción directa o indirecta con proteínas celulares (Russell, 2000). 

Los productos de E1a funcionan como “central o punto de conexión” al unirse y modificar 

las funciones de muchos genes y proteínas celulares que pueden alterar la transcripción, la 

regulación epigenética, la localización subcelular, el metabolismo, el control del ciclo 

celular, la modificación postraduccional, la transformación celular y la apoptosis (Singh et 

al., 2019; Tessier et al., 2021). 

E1A se han relacionado al establecimiento de la persistencia por estimular la progresión del 

ciclo celular al disociar el complejo Rb105/E2F y así permitir la liberación de E2F que 

estimula la transcripción de genes virales tempranos e induce a las células a entrar en fase 

de síntesis del ciclo celular, lo que facilita la producción viral (Zheng et al., 2016). 

Otras de las funciones de E1a, incluyen la modulación, directa o indirectamente, de la 

actividad de IFN (Anderson y Fennie, 1987). Además de la activación del gen hsp70, que es 

un factor de crecimiento para células epiteliales y el gen de la tubulina (Modrow et al., 

2013). 

Cabe resaltar que E1A no tiene capacidad de unión enzimática o específica al DNA por lo 

que sus funciones las realiza a través de la interacción de sus dominios de las regiones 

conservadas (CR1 a CR4) con diversas proteínas celulares (Tessier et al., 2021).  

A nivel molecular, E1A 13S contiene los cuatro dominios de las regiones conservadas (CRs), 

por el contrario, 12S carece de CR3 (Gonzalez et al., 2019). Y en particular, en la especie D 

se encontró que CR3 tiene una longitud de 62 aminoácidos en comparación a otras especies 

de HAdVs que tienen 46 a.a. (Singh et al., 2019). 
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El primer blanco celular de E1A que se describió, fue la proteína supresora de tumores de 

retinoblastoma (pRb), que a través de sus dominios CR1 y CR2, interacciona con el complejo 

pRb/E2F, liberando E2F, que resulta en la transactivación de genes necesarios para la 

replicación del DNA viral y la progresión del ciclo celular (Fang et al., 2016; Modrow et al., 

2013). Además, se encontró que la acción coordinada de los dominios CR1 y CR2 del E1A, 

son responsables de la interacción con otras proteínas de la familia de Rb (Rb105 y Rb107) 

(Modrow et al., 2013). 

Por otro lado, E1A (CR1-N terminal) se une al coactivador transcripcional proteína de unión 

a CREBBP (p300/CBP) (Fang et al., 2016), que es una histona acetiltransferasa (HAT) que 

regula la expresión de diversos factores de transcripción (Liu et al., 2008) y está relacionada 

con una mayor expresión de genes que promueven el establecimiento de la respuesta 

inflamatoria e inmune (Revilla y Granja, 2009), así como, de genes asociados a la 

supervivencia celular y potencialmente a la persistencia viral (Battagello et al., 2020). 

Respecto a lo anterior, se conoce que durante una infección viral se requiere la 

reprogramación del patrón de expresión génica de la célula para establecer una respuesta 

antiviral adecuada. Los adenovirus, entre otros, codifican proteínas que pueden influir o 

interferir con las señales celulares para evadir la inflamación y la respuesta inmunitaria 

(Revilla y Granja, 2009). Esto último pudiera ser una de las estrategias que algunos virus, 

como los adenovirus, utilizarían para establecer la persistencia (Kane y Golovkina, 2010). 

Incluso, la acción recíproca de E1A con p300/CBP puede llevar a cabo modificaciones 

postraduccionales, como la acetilación de Lys (H3-K18) (Fonseca et al., 2012; Ip y Dobner, 

2020), para modificar la estructura de la cromatina (Revilla y Granja, 2009) y estos cambios 

pueden ser utilizados por los virus para establecer una infección persistente (Kane y 

Golovkina, 2010). 

Adicionalmente, un estudio filogenético de las secuencias de E1a mostró que esta proteína 

puede ser un buen marcador para asignar en especies a los HAdVs, basado en la 

concordancia de los análisis de las secuencias de E1a con las secuencias del hexon, marcador 

comúnmente empleado (Avvakumov et al., 2014). Este estudio reveló, que motivos de 
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interacción de proteínas están presentes sin ambigüedades en muchas especies de E1A, lo 

que sugiere una fuerte presión selectiva para mantener ciertas interacciones proteína-

proteína (Avvakumov et al., 2004). 

Como se ha mencionado, la infección por HAdVs puede reprogramar el metabolismo. E1A 

y E4 orf1 son los candidatos para explicar estos cambios al actuar sobre proteínas celulares 

como p53 e implicar el silenciamiento epigenético de funciones proapoptóticas en la que 

puede participar la traslocación o desregulación del gen c-myc (Kane y Golovkina, 2010; 

Thorley-Lawson, 2015; Prusinkiewicz et al., 2020). Al respecto, en un estudio realizado en 

las células A549, que expresan constitutiva la proteína 13S de E1A, se encontró una mayor 

captación de la glucosa por las células, mediada por una regulación al alza del gen del 

transportador GLUT3 (Prusinkiewicz et al., 2020).  

Además, se ha encontrado que la isoforma 13S de E1A regula positivamente a los genes 

implicados en la glucólisis y el ciclo de Krebs y al mismo tiempo regula de manera negativa 

a los genes implicados en la respiración celular, también conocido como efecto Warburg 

(Tessier et al., 2021; Prusinkiewicz y Mymryk, 2019). De forma interesante, E4orf1 causa un 

efecto similar sobre la glucólisis aun cuando la célula disponga de las condiciones para 

realizar un metabolismo oxidativo, que favorece la replicación viral (Thai et al., 2014). 

E1A puede regular la expresión de otras proteínas adenovirales, como E4orf1, principal 

factor viral implicado en la regulación metabólica durante la infección por HAdV-36 Rogers 

et al., 2008; Dhurandhar, 2013). 

E4orf1 

La región E4, que por consenso se representa en el mapa genético en su extremo derecho, 

codifica al menos siete transcriptos por empalme alternativo de un pre-RNA, que de 

acuerdo a la disposición de sus marcos de lectura abiertos (orf) se nombran (E4orf1, E4orf2, 

E4orf3, E4orf4, E4orf6, E4orf6/ E4orf7 y la proteína putativa E4orf3/E4orf4) (Ip y Dobner, 

2020).  
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El gen E4 varía en longitud y composición de aminoácidos (diferencias en el contenido de 

serina y treonina)  entre los tipos de virus (Roberts, 2002). Además, en investigaciones con 

los HAdV-5 y 2, se ha encontrado que esta región es homóloga entre diferentes especies de 

adenovirus humanos (Tessier et al., 2021).  

Las proteínas E4 interactúan con componentes reguladores virales y celulares involucrados 

en la regulación transcripcional, la exportación de ARNm celulares, la regulación del 

metabolismo celular, la progresión del ciclo celular, la eficiencia en la síntesis del DNA viral, 

la transformación oncogénica, la inhibición de mecanismos antivirales como la apoptosis y 

la reparación del DNA, la señalización celular y las modificaciones postraduccionales (Ip y 

Dobner, 2020; Prusinkiewicz y Mymryk, 2019). Adicionalmente, se ha encontrado que 

puede estar relacionada con el tropismo y/o patogenicidad del virus (Roberts, 2002). 

E4 es necesaria para la replicación viral. Sin embargo, la expresión de solo una o unas pocas 

de las proteínas E4 puede compensar la ausencia de las demás. Al respecto, E4orf6 tiene la 

capacidad de promover la replicación viral sin la participación de las demás proteínas E4 

(Weitzman, 2005). 

Investigaciones muestran que una de las proteínas E4 inactiva las respuestas de interferón 

(IFN-I y II) y altera la expresión de muchos genes celulares. Incluso, promueve la formación 

de heterocromatina, regulando negativamente la expresión génica dependiente de p53 

(Vink et al., 2015), ya que como se señaló previamente, los virus utilizan e inducen cambios 

en la estructura de la cromatina para modular su expresión génica y asegurar la 

supervivencia de la célula hospedera y evadir el reconocimiento por el sistema inmune para 

establecer la persistencia (Kane y Golovkina, 2010). Además, las proteínas virales pueden 

asociarse con la cromatina para controlar la transcripción de sus genes. Es decir, si se 

asocian con eucromatina la transcripción viral es activa, por el contrario, la transcripción 

génica viral se reprime cuando se acopla con heterocromatina (Kane y Golovkina, 2010). 

Adicionalmente, E4orf1 junto con E4orf4 pueden afectar la entrada a la fase de síntesis del 

ciclo celular y la producción de viriones (Sangare et al., 2022).  
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El gen E4orf1 tiene un papel importante como activador de la fosfatidilinositol 3-cinasa 

(PI3K) para activar Akt, efecto que estarían involucrado en el bloqueo de la apoptosis y la 

inducción de la supervivencia celular, estrategia común en la persistencia viral (Mizutani 

et al., 2005; Linero y Scolaro, 2009; Flint et al., 2015). 

Aún más, se ha comprobado su efecto para promover un mejor control de los niveles de 

glucosa a través de una vía independiente de la insulina; reducir la lipogénesis de novo, 

aumentar la oxidación de los ácidos grasos y potencialmente proteger contra la 

lipotoxicidad hepática y renal (Afruza et al., 2020; 2022; Akheruzzaman et al., 2022). 

Además, E4orf1 está presente en el genoma de los tipos de HAdVs de las especies A-E y G, 

excepto en HAdV-40 y 41 que pertenecen a la especie F (Modrow et al., 2013). Cabe 

mencionar que, las secuencias de E4orf1 de los HAdVs muestran una significativa similitud 

con otras enzimas dUTP pirofosfatasa (dUTPasa) de otros virus y animales (Weitzman, 

2005), las cuales tienen actividad de nucleótido hidrolasas que evitan la incorporación 

errónea del dUTP por parte de la DNA polimerasa durante la replicación y permitir el control 

del cociente dUTP/dTTP (Chen et al., 2002). Sin embargo, E4orf1 de adenovirus no poseen 

actividad enzimática detectable, esta observación sugiere que pudo haber evolucionado a 

partir de una dUTPasa ancestral, pero indica divergencia funcional (Gutiérrez et al., 2020).  

Interesantemente, las dUTPasas se caracterizan por la presencia de dominios PDZ, los 

cuales son dominios estructurales comunes compartidos por la proteína de densidad 

postsináptica (PSD-95), el supresor de tumores grandes del disco de Drosophila (Dlg-A) y la 

proteína zónula occludens-1 (ZO-1) (Romero von Zastrow y Friedman, 2011). Algunas 

dUTPasas funcionan como proteínas de andamiaje citoplasmáticas, facilitadoras de la 

interacción con proteínas asociadas a la membrana y moléculas de señalización, que a 

menudo reconocen motivos de aminoácidos cortos en los extremos C-terminal de sus 

proteínas blanco (Lee y Zheng, 2010).  

Las cuatro proteínas PDZ asociadas a E4orf1 son: multi-PDZ (MUPP1) y tres proteínas de la 

familia de las guanilato quinasas asociadas a membrana (MAGUK) (Ip y Dobner, 2020). 
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El estudio de las interacciones del motivo de unión al dominio PDZ (PBM) de las proteínas 

E4orf1 ha proporcionado importante información que contribuye al esclarecimiento de los 

blancos celulares de esta proteína y en particular el mecanismo molecular por el cual 

promueve la proliferación y diferenciación del adipocito (Jiao et al., 2019; Shastri et al., 

2018).  

En este sentido, el estudio de Gutiérrez y cols. (2020) aportó nueva información sobre la 

interacción de E4orf1 del HAdV-36 con el dominio PDZ10 de MUPP1, que resultó en la 

formación de un complejo más estable comparado con los que forma con otras proteínas 

con dominio PDZ como Dlg-1, MAGI-1, PATJ y ZO-2. Esto, además de ser un blanco para el 

desarrollo de estrategias farmacológicas contribuye a la comprensión del mecanismo por el 

cual HAdV-36 promueve la expansión del tejido adiposo (Gutiérrez et al., 2020). 

Además, E4orf1 puede regular positivamente la expresión de MYC (oncogén homólogo al 

de la mielocitomasosis aviar) a través de diversas vías de señalización como la del receptor 

del factor de crecimiento epidérmico (EGFR), la de receptores de insulina (InsR) y factor de 

crecimiento similar a la insulina-1 (IGF1R) o la PI3K y así contribuir al aumento de la glucólisis 

y la síntesis de ácidos grasos (Prusinkiewicz y Mymryk, 2021). 

E4orf1 puede modificar el metabolismo, como se ha mostrado al infectar cultivos de células 

epiteliales por HAdV-5, que resultó en el aumento de la glucólisis y la glutaminólisis mediada 

por la activación de c-Myc (Thai et al., 2014); en consecuencia, se activaron los genes 

involucrados en ambas vías metabólicas, en especial los de la vía de las pentosas fosfato 

que produjo un fenotipo metabólico parecido al efecto Warburg que se observa en el 

cáncer; este efecto se ha manifestado principalmente para las especies adenovirales C y D.  

Sin embargo, en el caso de los adenovirus de la especie F que no contienen E4orf1, podría 

proponerse que E1A u otras proteínas de los adenovirus, podrían participar en la regulación 

del metabolismo durante la infección adenoviral (Prusinkiewicz y Mymryk, 2019). 

Respecto al HAdV-36, E4orf1 es una proteína de 125 aminoácidos y 17 kDa (Dhurandhar et 

al., 2011) que muestra una identidad del 92% con las secuencias de aminoácidos de la 
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proteína E4orf1 del HAdV-9 (ambas ubicadas en la especie D) con una diferencia de solo 10 

a.a. (Kumar et al., 2014; Arnold et al., 2010), lo que puede suponer una funcionalidad 

conservada de esta proteína.  

El estudio de la interacción molecular de E4orf1 en los adenovirus humanos tipo 5, reveló 

su papel como activador constitutivo de la fosfatidilinositol 3-cinasa (PI3K) al interactuar 

con la subunidad reguladora de PI3K (p85) y activar Akt que a su vez regularía de manera 

positiva a la proteína serina-treonina-cinasa blanco de la rapamicina (mTOR) para estimular 

la traducción (Flin et al., 2015), promover la señalización de proliferación (con el HAdV-9)  

(Frese et al., 2003) y la supervivencia celular al bloquear la apoptosis y además de que 

pudiera favorecer la supervivencia de la célula (Flint et al., 2015). 

Asimismo, E4orf1 del HAdV-36, se ha implicado en la modulación del metabolismo de la 

glucosa y lípidos in vivo e in vitro y se le ha relacionado con la obesidad, a través de la 

acumulación de lípidos en el hepatocito y en la reducción en la producción de glucosa 

hepática (Mostofinejad et al., 2021; Trovato et al., 2014; Na et al., 2016; Dhurandhar et al., 

2011, 2012; Kusminski et al., 2015; Peddibhotla et al., 2019; Shastri et al., 2018; McMurphy 

et al., 2017; Yoon et al., 2017; Gamage et al., 2019; Akheruzzaman et al., 2020; Afruza et al., 

2020); además de que puede reducir la síntesis y acumulación de lípidos en los riñones, a 

pesar de una dieta alta en grasas (Afruza et al., 2020). 

También, se ha encontrado que esta proteína tiene efectos represivos sobre la respuesta 

inmune (Sangare et al., 2022) y como se ha mencionado, esto podría ser una de las 

estrategias virales para establecerse de manera persistente (Kane y Golovkina, 2010).  

Persistencia viral 

La infección persistente permite que los virus se perpetúen en los organismos y en la 

naturaleza (Nathanson, 2005), esta puede considerarse una relación de ventaja que permite 

la replicación en un tiempo suficiente para infectar a un mayor número de hospederos y a 

distintos tipos de células (Oldstone, 2006). Así, un virus puede continuar infectando por 

meses o años, es decir, más allá del tiempo en el que se esperaría que la acción de la 

respuesta inmune innata y adaptativa podría eliminar la infección Por ello, la persistencia 
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viral es un fenómeno clave para entender la patogenia de algunas enfermedades virales 

crónicas (Virgin et al., 2009). 

Para que un virus cause una infección persistente, se requiere que restringa su efecto 

citolítico y evite alterar las funciones vitales de la célula favoreciendo una interacción virus-

célula hospedero en equilibrio, que no comprometa la supervivencia y multiplicación celular 

y que permita la replicación viral a través del control de la respuesta inmune y/o los 

mecanismos antivirales (Nathanson y Ahmed, 2007; Goic y Saleh, 2012). 

Los virus que establecen infecciones persistentes pueden mostrar diferentes patrones que 

dependen de su ciclo biológico. Algunos virus infectan persistentemente de manera 

productiva, es decir, producen partículas virales infecciosas, como en el caso del virus de la 

hepatitis C (Budkowska, 2009) y de los adenovirus (Greber y Flatt, 2019); en cambio otros 

establecen su persistencia sin liberar viriones, como el virus del herpes simple (Nathanson 

y Ahmed, 2007).  

Habitualmente, los virus citopáticos requieren modular la expresión de sus genes para que 

la célula blanco sobreviva, además de evitar el reconocimiento inmunológico (Kane y 

Golovkina, 2010). En cambio, los virus no citopáticos comúnmente, no requieren de 

modificar la expresión de sus genes, pero atenúan las respuestas antivirales para evitar su 

eliminación (Nathanson y Ahmed, 2007; Kane y Golovkina, 2010). 

Los virus pueden establecer una infección persistente en diferentes tipos de células de uno 

o más tejidos u órganos (Boldogh et al., 1996), incluso pueden infectar sitios 

inmunológicamente privilegiados, es decir, donde se evade la vigilancia inmunológica, por 

ejemplo, los sitios con barreras que limitan el tráfico de linfocitos o donde se expresan pocas 

o ninguna molécula MHC de clase I (Nathanson y Ahmed, 2007).  

Para el caso de los HAdVs las investigaciones muestran que pueden infectar 

persistentemente las amígdalas, el intestino, el epitelio pulmonar, el tejido linfático, 

urinario, el SNC (Kosulin et al., 2013) e incluso el tejido adiposo (Ponterio et al., 2015; 

Dhurandhar et al., 2002).  
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La prevalencia de las infecciones virales persistentes es un tópico poco estudiado. Se conoce 

que los virus de DNA muestran una frecuencia alta de infección en poblaciones humanas, 

cuyo rango puede ir del ~60% (HSV-1), ~80% (CMV, EBV, HAdVs) o >90% (HHV-6, HHV-7, 

VZV); en contraste, los virus de RNA >1% (HDV, HIV-1 y 2) (Virgin et al., 2009). De forma 

interesante, algunos análisis muestran que a lo largo de la vida, un individuo puede 

infectarse persistentemente con 8 a 12 diferentes virus, bajo esta perspectiva y 

considerando la actual población de ~7500 millones de humanos en el mundo, esto refleja 

millones de infecciones persistentes, lo que hace reconsiderar, por algunos autores, a éstas 

infecciones como comunes y parte de nuestro viroma, con la consecuente contribución a 

nuestro metagenoma y un papel importante en la configuración de la respuesta inmune 

normal (Virgin et al., 2009; Goic y Saleh, 2012). 

Estrategias que comparten algunos virus para establecer la infección persistente in vitro 

Para que una infección viral se establezca de manera persistente en cultivo, es posible que 

el virus muestre alguna de las siguientes condiciones: reduzca o no exprese el fenotipo 

lítico, module o disminuya la transcripción de sus genes, presente variaciones en su 

genoma, disminuya la producción de partículas virales infecciosas (Nathanson y Ahmed, 

2007; Oldstone, 1991), produzca partículas defectuosas o incompletas, las que tienen la 

capacidad de interferir con la infectividad del virus parental (Mlera et al., 2015; Valdovinos 

y Gómez, 2003), produzca mutantes termosensibles (Valdovinos y Gómez, 2003; Liu et al., 

2008; Stewart y Bach, 2021), o se seleccionen variantes virales con capacidad de replicarse 

en células que resisten el efecto citopático (Nathanson y Ahmed, 2007). 

Además, los virus pueden utilizar mecanismos de represión epigenética, como las 

modificaciones de la cola de histonas, variantes de histonas alternativas, agregados de 

proteínas nucleares, para mejorar la replicación viral o la persistencia (Tsai y Cullen, 2020; 

Virgin et al., 2009; Kane y Golovkina, 2010). 

Otras estrategias virales efectivas para la persistencia consisten en infectar células 

diferenciadas o bien tejidos considerados santuario por su tolerancia inmunológica (Griffin, 

2022; Oldstone, 2006). 
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Ahora bien, por parte de la célula se manifiesta un control de los mecanismos antivirales 

que inhiben el reconocimiento y eliminación del virus a través de modificar la respuesta al 

IFN y evitar la actividad de las moléculas de reconocimiento antigénico. Todo esto sin 

comprometer las funciones vitales de la célula (Oldstone, 2006). 

Por otro lado, la infección viral persistente en células de cultivo se puede clasificar en al 

menos dos tipos: infección en estado acarreador (carrier-state) e infección en estado 

estacionario (steady-state) (Ito et al., 2004). En la persistencia en estado estacionario casi 

todas las células están infectadas y coexiste la replicación viral con la multiplicación celular 

sin expresar el fenotipo lítico (Frisk, 2001). En la infección viral persistente en estado 

acarreador, solo una pequeña proporción de células está infectada y produce partículas 

virales infecciosas extracelulares (infección productiva) que propagan horizontalmente la 

infección (Ito et al., 2004). 

Infección persistente por adenovirus 

Los HAdVs tienden a infectar de manera persistente, fenómeno descrito a mediados del 

siglo XX (Rowe et al., 1953). Entre las especies de los HAdVs, la B (tipos 3 y 7), C (tipos 1, 2 

y 5), D (tipos 8, 19 y 37) y E (tipo 4) pueden establecer infecciones persistentes en tejido 

linfoide de las amígdalas, del intestino (Roy et al., 2011), en el epitelio pulmonar, epitelio 

de la córnea, tejido cerebral y riñones (Kosulin, 2019; Kosulin et al., 2013; 2016; Kaye et al., 

2005; Lion, 2019). Recientemente, el tipo 36 (HAdV-36) se ha propuesto como agente 

infeccioso potencialmente persistente en el tejido adiposo (Ponterio et al., 2015; 

Dhurandhar et al., 2002). 

La infección persistente por HAdVs por lo común es asintomática (King et al., 2016). Sin 

embargo, en los últimos años la investigación sobre la persistencia por HAdVs ha cobrado 

interés debido a su relación con la reactivación viral durante un estado de inmunosupresión 

severa, como el que acontece durante los trasplantes (Lion, 2019). Aún más, el efecto de 

ciertos HAdVs sobre la remodelación del tejido adiposo y algunos cambios metabólicos en 

el hígado y riñón hace suponer que el efecto de la infección viral es a largo plazo. Sin 

embargo, el mecanismo por el cual los HAdVs pueden establecer una infección persistente 

no se han aclarado de manera suficiente (King et al., 2016). 



24 
 
 

Por otro lado, la persistencia del HAdV-36 es factible a partir de los estudios en monos y 

ratones, que demostraron que durante al menos cuatro meses después de la infección 

experimental el genoma del virus seguía presente y era posible aislar al virus del hígado, los 

pulmones, tejido adiposo y los riñones (Dhurandhar et al., 2002; Krishnapuram et al., 2011). 

Evidencia adicional, son los informes del aislamiento del virus del tejido adiposo de adultos 

asintomáticos con obesidad (Barrera-Alcocer et al., 2021; Ponterio et al., 2015). 

HAdV-36 

El adenovirus humano tipo 36, HAdV-36, es un agente infeccioso que se aisló a inicios de los 

80´s y se clasifica en la especie D de los adenovirus humanos (Wigand et al., 1980). Tres 

décadas después, se documenta que su genoma tiene una longitud de 35,152 pb, una 

composición de GC del 57.2% y 39 marcos de lectura abierta. Además, las secuencias de la 

fibra, el hexon y de E3 (CR1β, CR1γ) muestran una divergencia significativa respecto a los 

demás HAdVs lo que le confiere una baja reactividad cruzada (Arnold et al., 2010).  

La seroprevalencia de HAdV-36 se ha investigado en algunos países de América, Europa y 

Asia oriental en donde se encontró que alrededor del 23% de los adultos y el 29% de los 

niños y adolescentes mostraron estar infectados de manera natural (da Silva Fernandes et 

al., 2021). 

Asimismo, se ha encontrado que niveles positivos de anticuerpos contra HAdV-36 están 

presentes en aproximadamente el 30% de los adultos con obesidad y en cerca del 28% de 

los niños con obesidad (Dhurandhar et al., 2013). Sin embargo, existen investigaciones que 

muestran muy altas prevalencias de HAdV-36 en individuos con obesidad, como el trabajo 

realizado en EUA por Laing y cols. (2013) que encontraron seropositividad en el 64% de los 

adultos estudiados, también está el trabajo de Parra-Rojas y cols. (2013) que reportaron un 

73.9% de anticuerpos positivos para HAdV-36 en niños mexicanos con obesidad. 

Líneas celulares que se han utilizado para la propagación del HAdV-36 

Al momento, se ha reportado que la infección por HAdV-36 puede llevarse a cabo en 

algunas líneas celulares, como se muestran en la tabla 1. 
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Tabla 1. Líneas celulares susceptibles a la infección por HAdV-36, origen, tipo celular y 
autores. 

Línea 
celular 

Origen Tipo de línea Autor (es) 

A549 Humano  Adenocarcinoma 
de pulmón 

Vangipuram et al., 2004; Dhurandhar et al., 2001;2000 

Hep2 Humano  Carcinoma 
epidermoide; 
tracto respiratorio 
superior humano 

Bouwman et al., 2008; 2009  
 

3T3 Murino  Fibroblastos 
murinos 
preadipocitos 

Dhurandhar et al., 2000-2004; Atkinson et al., 2005; 
Vangipuram et al., 2007; Krishnapuram et al., 2013 

hMSCs Humano  células madre o 
mesenquimales de 
tejido adiposo 
humano 

Na et al., 2012; Rogers et al., 2008 

HeLa humano adenocarcinoma Wigand et al., 1980 
HEK 293 humano Embrionarias de 

riñón humano 
Dhurandhar et al., 2011 

 

Línea celular Vero con potencial para la infección persistente por adenovirus 

La línea celular Vero proviene del epitelio renal normal de un mono verde africano adulto 

de la especie Chlorocebus sabaeus (Osada et al., 2014). Fue establecida por Yasumura y 

Kawakita (1962) y está disponible de manera comercial en por lo menos dos colecciones 

internacionales, la ATCC (del inglés, American Type Culture Collection) y la ECACC (del inglés, 

European Collection of Authenticated Cell Cultures) (Genzel y Reichl, 2009; Ammerman et 

al., 2008). 

La línea celular Vero, es de origen epitelial, adherente, continua, que tiene una morfología 

semejante a fibroblasto (Freshney, 2010). Muestra alta susceptibilidad a la infección por 

adenovirus debido a que expresa receptores como Coxsackie and Adenovirus Receptor 

(CAR) (Farkas et al., 2019), CD46 (Gokumakulapalle y Mei, 2016) y ácido siálico (Govorkova 

et al., 1996; Winter et al., 2006) y co-receptores (integrinas αvβ3/5) (Guo et al., 2014). 

Además, carece de capacidad para producir IFN-I por tener una deleción de genes α y β1-

IFN (Osada et al., 2014), pero puede responder a muchos genes estimulados por interferón 

(ISG), que inhiben la replicación viral y promueven la persistencia (Murira y Lamarre, 2016; 

Hernández et al., 2015). 
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Hasta lo que conocemos, la replicación de diferentes tipos de adenovirus (1, 2, 5, 11, 12,16, 

18) pero no del HAdV-36 se ha probado en cultivos de células Vero (Gokumakulapalle y Mei, 

2016; Hasler y Wigand, 1978). 

Con el empleo de técnicas de secuenciación masiva paralela del DNA y al análisis del 

transcriptoma (RNAm-seq), se han identificado 25,877 posibles genes codificantes en estas 

células (Osada et al., 2014), lo que las convierte en una importante herramienta para 

obtener un modelo de infección persistente por HAdV-36 que ayude al estudio de los 

mecanismos moleculares, bioquímicos y genéticos a través de los cuales este adenovirus 

ejerce su efecto. 
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Hipótesis 

Debido a que el fenómeno de persistencia viral ha sido descrito en varios virus tanto de RNA 

como de DNA, incluyendo algunas especies de adenovirus (HAdVs) y que durante este 

proceso ocurren cambios en la producción de proteínas virales claves; entonces, es 

probable que se presente una expresión diferencial de las proteínas relevantes E1a y E4orf1 

del HAdV-36, respecto a un estado agudo de infección viral in vitro. 

 

Objetivo 

Establecer la infección aguda y persistente con HAdV-36 in vitro en una línea celular y 

comparar la expresión viral de E1a y E4orf1 en ambas etapas. 

 

Objetivos particulares 

1) Establecer una infección persistente por HAdV-36 en la línea celular Vero. 

2) Realizar el seguimiento de la infección por HAdV-36 en cultivo celular evaluando la 

infectividad y la presencia del DNA viral. 

3) Determinar la localización del antígeno del HAdV-36 en las células infectadas de 

manera aguda y persistente. 

4) Evaluar la expresión de mensajeros de E1a y E4orf1 durante la infección 

persistente y la infección aguda. 

5) Inmunodetección de proteínas del HAdV-36 utilizando un anticuerpo policlonal anti-

HAdV-36. 
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Materiales y métodos 

Células 

Se obtuvo la línea celular Vero (ATCC, CCL-81) por donación de la Dra. Rocío Tirado 

Mendoza, Facultad de Medicina, UNAM. Las células se cultivaron en medio Eagle 

modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado con 6% de suero fetal bovino (SFB) a 37°C 

en una atmósfera humidificada con 5% CO2. En adelante, estas condiciones de cultivo se 

refieren como condiciones estándar. Asimismo, se trabajó con la línea celular A549 (ATCC 

CCL-185) y la línea celular Hep2 (ATCC CCL-23), que se trabajan comúnmente en el 

laboratorio; estas células se cultivaron en DMEM (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, 

USA) suplementado con 5% de SFB en las condiciones estándar. 

Virus 

Una alícuota del virus HAdV-36 (ATCC, VR-1610) el cual se adquirió comercialmente por 

medio de un proveedor comercial del ATCC (Manassas, VA, USA). El stock viral se obtuvo al 

crecer el virus en células A549 con DMEM suplementado con 5% de SFB en las condiciones 

estándar. Posteriormente, el virus se purificó por placa en tres pases consecutivos. A partir 

de células crecidas en pozos de 9.5 cm2 de área (placa para cultivo celular de seis pozos 

(Corning®, Costar®6) hasta alcanzar una confluencia del 70%, se infectaron con 200 μL de 

una dilución de virus (1:10,000), por duplicado y usando monocapas sin infectar como 

control negativo.  

Se permitió la adsorción viral por una hora a 37°C con rotación de placa cada 15 min. Al 

término del tiempo se retiró el inóculo y se cubrieron las monocapas con dos mL de DMEM 

suplementado con 2% de SFB y 0.5% de agar. Los cultivos se incubaron en condiciones 

estándar hasta la visualización de las placas. La aparición de las placas se monitoreó cada 

24 a 48 h usando un microscopio invertido (Nikon Eclipse TE300, Japón). Una placa aislada 

se homogeneizó en DMEM con 2% SFB para preparar 200 μL de suspensión viral con dilución 

1:100. A partir de esta suspensión se realizó en dos ocasiones más la purificación del virus 

siguiendo el mismo procedimiento. El virus purificado se inoculó en células Vero que fueron 

crecidas en frascos para cultivo T25 (Sarstedt®, Alemania). El cultivo para obtener el stock 
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viral se incubó durante 11 días. En el sobrenadante (SN) se cuantificó el virus infeccioso 

extracelular mediante el ensayo de la dosis infectiva al 50% del cultivo celular (TCID50) y se 

obtuvo un stock con concentración de 1012 TCID50/mL que se usó en los experimentos. 

Obtención del botón celular o pellet a partir de un cultivo en monocapa. Técnica de 

tripsinización 

Las monocapas de células se lavaron dos veces con PBS, enseguida se les adicionó una 

solución de PBS-EDTA 0.02% que después de un minuto en constante movimiento de vaivén 

se retiró para adicionar una solución de tripsina 0.025% en PBS-EDTA 0.02% durante un 

minuto rotando suavemente para facilitar el desprendimiento y disgregación de la 

monocapa. El redondeamiento celular se confirmó mediante la visualización al microscopio 

con el objetivo 40X. Inmediatamente, se adicionó tres mL de DMEM, esta suspensión se 

transfirió a un tubo cónico estéril de polipropileno de 15 mL de capacidad. Para obtener un 

botón celular se centrifugó a 362 x g/10 min/4°C. Se descartó el SN. El botón celular pudo 

ser conservado, almacenado o estudiado según los procedimientos que se indican en cada 

experimento. 

Establecimiento de una infección en fase aguda in vitro por HAdV-36 

Las células Vero (7x105 células) se sembraron en frascos para cultivo T25, por duplicado, y 

se cultivaron en DMEM suplementado con 6% SFB, en las condiciones estándar hasta 

alcanzar una confluencia del 70%; luego, el medio de crecimiento se descartó y la monocapa 

se lavó con tres mL de solución salina amortiguada por fosfatos 1X (PBS) (NaCl 0.14 M, KCl 

2.68 mM, Na2HPO4 8.1 mM, KH2PO4 1.46 mM, pH 7.4). Las células se infectaron con el stock 

de HAdV-36 a una relación de un virus por célula definida como multiplicidad de infección 

(MOI)=1. El cultivo se incubó a 37°C durante una hora con rotación suave cada 15 min para 

facilitar la adsorción viral. Transcurrido ese tiempo, se retiró el sobrenadante y se remplazó 

con cinco mL de DMEM suplementado con 2% de SFB. Cultivos sin infectar se procesaron 

de manera paralela como control. Los cultivos se revisaron bajo el microscopio cada 24 a 48 

horas para el registro del efecto del virus sobre la morfología celular, es decir, la aparición 

del efecto citopático (ECP). 
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Enseguida, se reservó el sobrenadante en el que se cuantificó el virus infeccioso extracelular 

por ensayo TCID50 (Bullen, Davis, y Looney 2022). Y el botón celular, que se obtuvo por 

tripsinización, se fraccionó en tres partes, que se utilizaron para comprobar la infección viral 

mediante la amplificación de un fragmento del gen E1a del HAdV-36 empleando la PCR 

convencional (Strober 2015), realizar ensayos de inmunodetección y el subsecuente pase. 

Ensayo TCID50.  

La infectividad o infección productiva se analizó mediante un ensayo de punto final para 

determinar la dosis infectiva al 50% del cultivo celular (TCID50) por dilución seriada. En este 

trabajo se determinó el virus infeccioso extracelular liberado en los sobrenadantes de los 

cultivos (Bullen et al., 2022; Sarmiento et al., 1997). Células Vero (1.5 x 104 células/pozo) se 

sembraron en placas para cultivo de 96 pozos (Corning®, Costar®96) y se crecieron con 

DMEM con 6% de SFB en condiciones estándar hasta alcanzar el 70% de confluencia; las 

monocapas se inocularon con el sobrenadante de los cultivos persistentemente infectados, 

que se clarificó por centrifugación a 1930 x g/10 min/4°C (Sorvall, ST 8R, Thermo Scientific) 

y fue diluido en serie decimal utilizando DMEM con 2% de SFB, (50 μL/pozo, cuatro réplicas 

por dilución). Monocapas de células no infectadas se emplearon como control. La placa de 

cultivo se incubó durante 1h/37°C, con rotación suave cada 15 min. Al término de este 

tiempo, se retiró el inóculo para reemplazarse por DMEM con 2% de SFB (100 μL/pozo). Los 

cultivos se incubaron hasta ocho días posinoculación (dpi) en condiciones estándar. Durante 

este tiempo los cultivos se visualizaron bajo el microscopio invertido (Nikon Eclipse TE300, 

Japón) cada 24 a 48 h hasta detectar la aparición del efecto citopático (ECP). Entonces, las 

células se fijaron con formalina tamponada al 10% durante 15 min a temperatura ambiente 

y se tiñeron con una solución de cristal violeta al 1% durante cinco min. El título viral se 

determinó por TCID50 utilizando la fórmula de Kärber modificada por Ramakrishnan (2016). 

Ensayo de focos de infección 

El ensayo de focos de infección es una técnica de inmunotinción con utilidad tanto para la 

detección de antígenos virales como para la titulación de partículas virales infecciosas antes 

de que formen placas (Cruz y Shin, 2007). Para ello, células Vero (6 x 104 células) se 

sembraron en placas de 24 pozos y se incubaron con DMEM 6% SFB, hasta tener el 70% de 
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confluencia. Se retiró el medio y se realizó un lavado con PBS. Las células se inocularon por 

duplicado, con 50 µL de cada una de las diluciones de los SNs de los pases preparadas en 

DMEM (1:3 a 1:243). Dos pozos se inocularon con 50 µL de suspensión viral concentrada, 

como control positivo. Las placas se incubaron a 37°C durante 1.5 h, con movimientos de 

vaivén cada 15 min. Enseguida, se retiró la suspensión viral diluida (inóculo) y se adicionó 

500 µL de DMEM 5% ASB a cada pozo. Las placas se incubaron durante 48 h. Concluida la 

incubación se retiró el medio de cultivo, se secaron las monocapas dentro de la cabina de 

bioseguridad y se procedió a fijar las células con metanol, previamente enfriado a -20°C, 

durante 15 min, seguido de acetona fría, durante 30 s. Después de dos lavados con PBSTw, 

se realizó la permeabilización de las células con PBSTT durante 15 min a temperatura 

ambiente. Luego, las células se bloquearon con 100 µL de una solución PBSTw-suero de 

cabra al 10 % durante dos h, a 37 °C. Después de tres lavados con PBSTw, durante 5 min 

cada lavado, las células se incubaron con 100 μL de suero hiperinmune de conejo anti-

HAdV-36 (pAb) (1:300 en la solución de bloqueo) durante dos horas a 37 °C, rotando 

continuamente. Enseguida, las células se lavaron tres veces con PBSTw, a intervalos de cinco 

min cada uno, y se incubaron con 100 μL de un anticuerpo secundario, anti-IgG (H+L) de 

conejo producido en cabra conjugado con el cromógeno, peroxidasa de rábano (HRP) 

(Jackson ImmunoResearch, W. Baltimore Pike, EE. UU.), durante dos horas en cámara 

oscura, a 37°C. Finalmente, las células se lavaron dos veces con PBSTw. La reacción se reveló 

con 200 µL de 3´, 3´diaminobencidina (DAB), que es el sustrato de la HRP (0.5 mg/mL en 

buffer Tris 0.05 M, pH 7.6 con 0.3 % de H2O2), en la oscuridad a temperatura ambiente, 

durante 15 min, enseguida se retiró la solución DAB y se adicionó un mL de PBS a cada pozo. 

Las células se analizaron utilizando un microscopio invertido, con el objetivo 20X (Nikon, 

Eclipse E600, Japón). Los focos infecciosos se distinguen por el color café marrón que 

adquirieron por la tinción. Para el cálculo del título se consideró el pozo con la última 

dilución donde se observaron al menos 100 focos. Para obtener el promedio a un aumento 

de 20X. Se contaron mínimo 20 campos. Para determinar las unidades formadoras de focos 

(UFF)/mL se utilizó la siguiente fórmula: 
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UFF/mL= 
(media del número de focos/campo) (campos/pozo) 

        Volumen inóculo (mL) (factor de dilución) 

 

Dónde, el número de campos por pozo se conoce a partir de área del campo donde 

contamos las células, para el caso se usó el objetivo de 20X que tiene un área de células 

contadas por campo de 6.4 x 10-3 cm2 y el área de un pozo de la placa de 24 es ~2 cm2. Por 

lo tanto, campos/pozo=313 

Visualización de los cambios morfológicos causados por la infección mediante tinciones 

Para el seguimiento de la infección se realizaron las tinciones de Giemsa, Hematoxilina-

Eosina y rojo oleoso que revelaron cambios morfológicos y depósito de lípidos. 

Tinciones para revelar aspectos morfológicos de la infección  

Tinción de Giemsa. Células infectadas (6 x 104), sembradas en un portaobjeto previamente 

sensibilizado con Poli-D-lisina (Chemicon® International, cat. A003E) se incubaron en 

cámara húmeda por 24 horas. Enseguida, se fijaron con formalina neutra al 10% (Na2HPO4 

1.3 g, NaH2PO4 0.8 g, H2Od 180 mL, formaldehído 37% 20 mL) por 15 min a temperatura 

ambiente y se tiñeron con una solución Giemsa 1:10 en PBS (solución madre Giemsa: 

colorante 3.8 g pulverizado, glicerina 250 mL calentar a 62°C/2h, reposar una 

semana/oscuridad, adicional metanol puro 250 mL, filtrar), durante 20 min. Enjuagar con 

agua corriente. Montar con gelatina glicerinada (gelatina 10 g, H2Od 60 mL, calentada hasta 

disolución. Luego se añadió glicerina 70 mL y fenol 1 mL). Bajo el microscopio el citoplasma 

se visualizó de color rosa y el núcleo de color azul.  

Hematoxilina Eosina. Se utilizaron células infectadas (6 x 104) sembradas en un portaobjeto 

previamente sensibilizado con Poli-D-lisina, las cuales se incubaron en cámara húmeda por 

24 horas. Enseguida, se fijaron con formalina neutra al 10% por 15 min a temperatura 

ambiente. Se retiró el fijador y se tiñeron con solución Hematoxilina-Eosina de Harris por 2 

minutos; seguido de un enjuague con agua corriente tibia, un pase por agua amoniacal al 

1% y un enjuague con agua corriente. Para el contraste se utilizó eosina la cual se dejó 

actuar por un minuto. El montaje de la preparación se realizó con gelatina glicerinada. Bajo 
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el microscopio el núcleo se tiñó de color violeta-azul y el citoplasma en color rosado. Las 

inclusiones patognomónicas de los adenovirus se distinguieron por ser intranucleares 

difusas y basofílicas. 

Rojo oleoso. Se preparó un stock del colorante Rojo Oleoso (Hycel, México, cat.3225) con 

0.2 g de colorante Rojo O que se trituró y se mezcló con 40 mL de propilenglicol y se calentó 

a 95°C en agitación constante; la mezcla se filtró y se dejó reposar por una noche a 

temperatura ambiente. Para la solución de trabajo se realizó una dilución del stock en una 

relación 2:3 con H2Od que se filtró inmediatamente antes de usar.  Para esta tinción se 

ocuparon células infectadas (6 x 104) sembradas en un área aprox. de dos cm2 del 

portaobjeto que fue previamente sensibilizado con Poli-D-lisina, las células se incubaron en 

cámara húmeda por 24 horas. Posteriormente, se realizó un lavado con PBS y se fijaron con 

una solución de paraformaldehído al 4% en PBS (se disolvió a 60°C en agitación y se aclaró 

con gotas de NaOH 1 M hasta ajustar a pH 7.4) durante 15 min a temperatura ambiente; se 

retiró el fijador y se tiñeron con una solución de Rojo O/propilenglicol a una concentración 

final de 0.5% w/v (125 µL/cm2 de monocapa) durante 30 min a temperatura ambiente. 

Al término de la incubación se realizaron cinco lavados con H2Od. Y se contrastó con 

Hematoxilina de Mayer durante 5 min. Enseguida se montó con gelatina glicerinada (Hope 

y McLauchlan, 2000). Al microscopio los depósitos de triglicéridos se revelaron por la 

coloración roja. 

Obtención de un suero hiperinmune de conejo anti-HAdV-36 

Dos conejos blancos de Nueva Zelanda, machos de 4 meses de edad, se inmunizaron vía 

subcutánea en el pliegue del cuello, tres veces a intervalos de 21 días con 100 μL de HAdV-

36 con un título de 1.5 x 1010 TCID50/mL. La inoculación contenía 400 mg/μL de proteína 

total. La primera aplicación fue con adyuvante completo de Freund, las dos siguientes con 

adyuvante incompleto. El suero de conejo se recolectó 14 días después de la última 

inmunización (Sarmiento et al., 2007). El anticuerpo policlonal (pAb) que se obtuvo en el 

suero de los conejos se usó para los ensayos de inmunodetección.  
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Establecimiento de la infección persistente por HAdV-36 

Se cultivaron células en frascos para cultivo T25 a una confluencia del 70%, por triplicado y 

se infectaron a una MOI de 0.5, se incubaron por una hora a 37°C rotando cada 15 min. 

Transcurrido ese tiempo se retiró el inóculo y se adicionó DMEM con 2% de SFB. Al mismo 

tiempo se incubaron células sin infectar como control negativo.   

Los cultivos infectados se incubaron durante ocho días, a ese tiempo, únicamente se retiró 

y se conservaron en congelación los sobrenadantes, para posteriormente titular el virus 

infeccioso, y se remplazó con medio de cultivo fresco. Entonces, la incubación se continuó 

durante otros siete días, para así realizar el primer subcultivo, al que nos referimos como 

pase. Las células del primer pase (a los ~14 dpi), se cultivaron por seis a siete días más, hasta 

obtener una monocapa confluente. 

El cultivo así obtenido se consideró infectado de manera persistente y fue subcultivado 

(pases) generalmente cada semana. En cada pase se conservaron en congelación los 

sobrenadantes y el botón celular que se obtuvo por la técnica de tripsinización. Dos tercios 

del botón se utilizaron para confirmar qué las células estaban infectadas de manera 

persistente por HAdV-36 y el último tercio se utilizó para el subsecuente pase. 

Los pases sucesivos se mantuvieron con DMEM con 4% de SFB y así se obtuvieron 35 pases 

de células persistentemente infectadas por HAdV-36, equivalentes a ocho meses 

posinoculación.  

La persistencia del HAdV-36 en cultivo celular se confirmó mediante: 

a) La producción de partículas virales infecciosas liberadas en el sobrenadante 

mediante la titulación por ensayos TCID50 

b) La presencia del DNA del HAdV-36 en las células de los pases a través de la 

amplificación de un fragmento del gen E1a del HAdV-36, utilizando la PCR 

convencional 

c) La inmunodetección cualitativa del antígeno viral mediante ensayos de 

inmunofluorescencia e inmunoperoxidasa indirectas 
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d) La inmunodetección cuantitativa del antígeno viral por ensayos de citometría de 

flujo 

Además, se determinó la expresión de los ARNm de los genes E1a y E4orf1 mediante RT-

qPCR y se reveló la expresión de las proteínas virales mediante inmunoblot. 

Detección del HAdV-36 en células de cultivo mediante la amplificación génica 

La infección por HAdV-36 en las células de los cultivos se comprobó por PCR. En las células 

de cultivos se realizó la extracción del DNA total mediante el método de fenol-cloroformo 

utilizando proteinasa K (Sambrook y Russell, 2001). La concentración del DNA total extraído 

se determinó por espectrofotometría a una λ (260/280) (NanoDrop One, Thermo Scientific, 

Madison, WI USA). Y se almacenó a -20°C. 

El DNA del HAdV-36 se identificó mediante la PCR convencional utilizando los 

oligonucleótidos sentido (5´TGAGCAGCAGATGGCTCTAATCTC3´) y antisentido 

(5´GGTCTTCTTCTGAGGGTGATGACTC3´), diseñados por Rathod y cols. para amplificar un 

fragmento de aproximadamente 320 pb del gen E1a (Rathod et al. 2007).  

La mezcla de PCR contenía 0.5 µM de cada oligonucleótido, 200 ng/µL de DNA genómico, 

MgCl2 2,5 mM, solución amortiguadora de PCR 1x (Tris-HCl 200 mM, pH 8,4 y KCl 500 mM), 

dNTPs 0.2 mM y 1.5 U de DNA Taq polimerasa (Promega, Madison, WI, EE. UU.).  

Las concentraciones de los reactivos se calcularon y ajustaron a un volumen de reacción de 

25 µL. La reacción de PCR se realizó de la siguiente manera: 95 °C durante 10 min para la 

desnaturalización del DNA y la activación de la polimerasa, 40 ciclos a 95°C por 30 seg, 62°C 

por 20 seg, y 72°C por 30 seg; y un paso final de extensión de 72°C por 10 min. Se utilizó un 

termociclador Veriti™ de Applied Biosystems™. En cada ensayo se utilizó como control 

positivo DNA de HAdV-36 concentrado con polietilenglicol (PEG) (112.5 ng/µL). Como 

control negativo se utilizaron células no infectadas. Además, se utilizó una mezcla de 

reacción que no contenía templado como control negativo de la PCR. 

Los productos de la PCR se separaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5 % 

para visualizarse mediante tinción con bromuro de etidio (0,5 µg/mL) y se analizaron con 
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un sistema de documentación fotográfica 212 PRO Carestream (Carestream 212 PRO, Gel 

Logic, Rochester, EE. UU.). Los productos de amplificación de PCR se purificaron con un kit 

de purificación de PCR QIAquick (Qiagen, Alemania) y secuenciados por un proveedor 

comercial para confirmar la identidad genética del virus. 

Inmunodetección del antígeno viral en las células infectadas, crecidas en cultivo 

Detección del antígeno viral por inmunofluorescencia indirecta (IFI) 

Las células de los pases infectados se lavaron con PBS y se desprendieron por tripsinización. 

Un botón celular se obtuvo tras la centrifugación a 362 x g/10 min/4°C y se descartó el 

sobrenadante. Las células se sembraron (1 x 104 células en 500 μL de DMEM/pozo) y 

cultivaron hasta alcanzar la confluencia en portaobjetos de cámara Nunc™ Lab II™ (Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). El mismo proceso se siguió para las células no 

infectadas y células infectadas de manera aguda que se utilizaron como controles. Cuando 

los cultivos alcanzaron la confluencia, se retiró el medio de cultivo y se realizó un lavado 

con PBS frío. En seguida, las células se fijaron con metanol a -20°C durante 5 min y sin dejar 

secar, se adicionó acetona a -20°C, durante 30 s. Enseguida, las células se lavaron con PBS, 

se permeabilizaron con PBS-ASB 0.25%/Triton X-100 al 0.2% (PBSTT) durante 10 min, 

seguido de un lavado con PBS-ASB 0.25% + Tween 20 al 0,2 % (PBSTw) y se bloquearon con 

PBSTw-suero de cabra al 10 % durante una noche, a cuatro °C. Después de tres lavados con 

PBSTw, durante 5 min cada lavado, las células se incubaron con 500 μL de suero 

hiperinmune de conejo anti-HAdV-36 (pAb) (1:300 en la solución de bloqueo) durante la 

noche en una cámara húmeda oscura, a cuatro °C. Al día siguiente, las células se lavaron 

tres veces con PBSTw, a intervalos de cinco min cada uno, y se incubaron con 500 μL de un 

anticuerpo secundario, anti-IgG de conejo producido en cabra conjugado al fluoróforo 

isotiocianato de fluoresceína (FITC) (Jackson ImmunoResearch, W. Baltimore Pike, EE. UU.), 

en una dilución 1:500 en PBSTw, a temperatura ambiente en cámara húmeda oscura, 

durante dos horas. Después de la incubación, las células se lavaron dos veces con PBSTw. 

Los núcleos se contrastaron con DAPI (4’6-diamidino-2-fenil-indol), para lo cual se utilizó el 

medio de montaje UltraCruz™ Mounting Medium (Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa 
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Cruz, CA). Las células se analizaron utilizando un microscopio de fluorescencia, con el 

objetivo 40X (Nikon, Eclipse E600, Japón). 

Detección del antígeno viral por inmunoperoxidasa indirecta (IPI) 

Las células de cultivos infectados y no infectados se prepararon, propagaron y fijaron como 

se describió arriba para la detección del antígeno viral. Al término del proceso de fijación se 

lavó con PBSTw en tres ocasiones y se realizó la inactivación de las peroxidasas endógenas, 

con 200 μL/pozo, de una solución de metanol-H2O2 al 3% y se incubó a temperatura 

ambiente durante 45 min. Transcurrido este tiempo, se retiró la solución de inactivación y 

se hizo un enjuague rápido con etanol 96°. Luego de tres lavados con PBSTw, a intervalos de 

cinco min cada uno, las células se permeabilizaron con PBSTT a temperatura ambiente, 

durante 10 min, seguido de un lavado con PBSTw. Para evitar la unión inespecífica de los 

anticuerpos, se realizó el bloqueo con PBSTw-suero de cabra al 10 % durante una noche, a 

cuatro °C. Se continuó, con tres lavados con PBSTw, durante 5 min cada lavado. Después, 

las células se incubaron con 500 μL de suero hiperinmune de conejo anti-HAdV-36 (pAb) 

(1:300 en la solución de bloqueo) durante la noche en una cámara húmeda oscura, a cuatro 

°C. Se continuó, con tres enjuagues empleando PBSTw (cada uno durante cinco min). 

Enseguida, las células se incubaron con 500 μL de una dilución 1:500 en PBSTw de un 

anticuerpo secundario, anti-IgG (H+L) de conejo producido en cabra conjugado con el 

cromógeno, peroxidasa de rábano (HRP) (Jackson ImmunoResearch, W. Baltimore Pike, EE. 

UU.), durante dos horas en cámara oscura, a 37°C. Finalmente, las células se lavaron dos 

veces con PBSTw. La reacción se reveló con 3´, 3´diaminobencidina (DAB), que es el sustrato 

de la HRP (0.5 mg/mL en buffer Tris 0.05 M, pH 7.6 con 0.3 % de H2O2), en la oscuridad a 

temperatura ambiente, durante 15 min, seguida de la contratinción con hematoxilina de 

Mayer. Las células se analizaron utilizando un microscopio invertido, con el objetivo 40X 

(Nikon, Eclipse E600, Japón). 

Detección cuantitativa del antígeno HAdV-36 por citometría de flujo 

Suspensiones celulares con una concentración de 106 células en 200 μL de PBSA se 

prepararon a partir de botones celulares de los pases infectados de manera persistente, 



38 
 
 

cultivos infectados en fase aguda y cultivos no infectados en microtubos cónicos, 

previamente tratados con PBSA. 

Las células se fijaron con 800 μL de metanol, previamente enfriado a -70°C, gota a gota, 

cuidando de observar la formación de dos fases. Luego, se homogeneizó con movimientos 

circulares suaves. Y, se incubaron en agitación por balanceo durante 15 min, a cuatro °C. 

Después, se centrifugaron a 1 200 x g durante cinco minutos, a cuatro °C y cuidadosamente, 

se aspiró el SN. Las células se re-suspendieron y lavaron, por una sola vez, con 500 μL de 

PBSA frío y se centrifugaron a 1,200 x g durante cinco min, a cuatro °C. Después de retirar 

el sobrenadante se permeabilizaron con 350 μL de una solución PBS/Tritón X100 al 0.2% 

para mantenerlas en incubación a temperatura ambiente, durante 15 min. Luego, se 

centrifugaron a 1200 x g durante cinco min, a cuatro °C para retirar el SN. Para el bloqueo 

se adicionó 500 μL de una solución hecha con suero de cabra inactivado diluido en 

PBS/Tritón X100 al 0.002%, en una relación 1:2 y se mantuvieron en agitación, protegidas 

de la luz, toda la noche, a cuatro °C. Al día siguiente, se adicionó el anticuerpo primario 

(suero hiperinmune de conejo anti-HAdV-36) en una relación 1:300 respecto a la solución 

de bloqueo y se incubaron durante la noche protegidos de la luz, a cuatro °C. Después de 

centrifugarlas y se realizar tres enjuagues empleando PBSTw se incubaron con 600 μL de una 

dilución 1:500 en PBSTw de un anticuerpo secundario, anti-IgG de conejo producido en 

cabra conjugado al fluoróforo isotiocianato de fluoresceína (FITC) (Jackson 

ImmunoResearch, W. Baltimore Pike, EE. UU.), a 37°C, protegidos de la luz, en agitación por 

vaivén, durante dos horas. Finalmente, las células se re-suspendieron en 1,000 μL de PBSA 

y se adquirieron usando un citómetro FACSCanto II (Becton Dickinson, San Jose, CA, EE. UU.) 

y se analizaron con el software FACSDIVA 6.1.3 (Becton Dickinson). Para cada muestra, se 

adquirieron al menos 10,000 eventos. Se usó pAb de control emparejado con isotipo 

marcado con fluorocromo para determinar la tinción de fondo. Células Vero infectadas a 

los 14 dpi se usaron como control positivo. 
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Expresión de los ARNm de los genes E1a y E4orf1 del HAdV-46 por RT-qPCR 

Con las células obtenidas de los pases y de cultivos infectados de manera aguda se preparó 

para cada una de las muestras un lisado para la extracción de RNA total (ARNT) empleando 

el método por isotiocianato de guanidina con el reactivo Trizol® (Thermo Fisher Scientific, 

Waltham, MA, EE. UU.). El RNAT se cuantificó y se analizó en su calidad mediante mediciones 

espectrofotométricas (NanoDrop One, Thermo Scientific, Madison, WI USA). El DNA 

complementario se sintetizó a partir de 2 µg de RNAT usando Oligo dT y la enzima 

transcriptasa inversa recombinante del virus de la leucemia murina de Moloney (MMLV RT) 

(Promega, Madison, WI, EE. UU.). La amplificación se realizó mediante SYBR Green (Thermo 

Fisher Scientific, Waltham, MA, EE. UU.) y el sistema QIAquant 96 (Qiagen Ca, USA). Se 

utilizaron los siguientes pares de oligonucleótidos: 

Para E1a Fw 5ꞌ AGATGCCCATGATGACGACC-3 y Rv 5ꞌ GCCTTGTACTGGCTCGGTAG3ꞌ, los 

cuales generan un producto de 320 pb, mientras que para E4orf1, Fw 5ꞌ 

CCAGGAAGGGGCTAGCAATA3ꞌ y Rv 5ꞌ AAT CAC TCT CTC CAG CAG CAG G3ꞌ, el amplicón 

obtenido tuvo una longitud de 138 pb; como control de expresión se amplificó un segmento 

de 420 pb del gen de la α-tubulina, utilizando los oligonucleótidos Fw 5ꞌ-

CAGATGCCAAGTGACAAGAC-3ꞌ y Rv 5ꞌ-ACTCCAGCTTGGACTTCTTG-3ꞌ. 

Los protocolos de amplificación que se estandarizaron para los genes virales E1a, E4orf1 y 

del control del gen celular endógeno de la α-tubulina fueron 95°C por 10 min de 

desnaturalización inicial, por un ciclo, seguido de 45 ciclos de 95°C por 30 s, después 60°C 

por 30 s y termina a 72°C por 30 s. Además, un ciclo de 72°C por 7 min y un ciclo de 

enfriamiento durante 5 min a 40°C.  

La expresión génica relativa se calculó mediante el método comparativo ΔΔCt (donde CT es 

el ciclo de umbral) para determinar el aumento de veces en la expresión de los genes de las 

células infectadas de manera persistente y las células infectadas en la fase aguda, 

normalizadas a la expresión de α-tubulina. Los resultados se graficaron como el promedio 

de tres experimentos independientes (Livak y Schmittgen, 2001). 
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Expresión de proteínas virales por inmunoblot 

A partir de botones celulares de los cultivos se realizó la inmunodetección de proteínas por 

los método de SDS-PAGE y Western blot. Los extractos de proteína se prepararon a partir 

de 3x106 células/mL en 160 µL de amortiguador de lisis (Tris-HCl 10 mM pH 7.4, NaCl 140 

mM, Tritón X100 1%, deoxicolato de sodio 0.5 %) que contenía el inhibidor de proteasas 

(1X) (Complete, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail, Roche) en una relación 1:10. Se 

homogeneizó (Vortex Genie 2, Scientific Industries) y se incubó sobre hielo durante 10 min. 

Se centrifugó a 14 000 x g/5 min/4°C.  Las proteínas contenidas en el SN se cuantificaron 

por el método de Bradford (BioRad). 

Para desnaturalizar las proteínas se adicionó tres µL de buffer de carga (6X) (Tris-HCl 0.375 

M pH 6.8, glicerol 60%, azul de bromofenol 0.03%, SDS 10%, ajustar con H2Odd a un 

volumen final de 25 mL; 91 µL de buffer + 9 µL de β-mercaptoetanol) para obtener un 

volumen final de 18 µL, que se calentó a 90°C/5 min. La separación por electroforesis se 

realizó en geles SDS-poliacrilamida en condiciones reductoras cargando 40 µg de proteína 

en 15 µL/carril de cada muestra y 10 µL del marcador de PM. Utilizamos el sistema Mini-

Protean®TGX® Precast Gels 4-20% con el buffer de corrida (Tris-Glicina, pH 8.4, frío). El 

corrimiento electroforético a 80V, se realizó por tres h. Enseguida, se realizó la transferencia 

a una membrana de polifluoruro de vinilideno (PVDF) (Immun-Blot™ PVDF Membrane, 

BioRad) en una cámara de transferencia húmeda (buffer transferencia Tris-Glicina-metanol, 

pH 8.3) que se colocó en el refrigerador durante una noche con una corriente de 20 V 

Al día siguiente, se verificó la transferencia de proteínas a la membrana mediante la tinción 

con Rojo Ponceau S. La membrana se lavó con buffer TBST (10 mM Tris base pH 7.6; 0.15 M 

NaCl, 0.05% Tween20) y se bloqueó con leche baja en grasa al 5% en buffer TBST, en 

agitación durante dos h a temperatura ambiente.  

Posteriormente, la membrana se lavó tres veces con TBST y se incubó con el anticuerpo 

policlonal que se produjo en el laboratorio (1:100 en la solución de bloqueo) durante una 

noche, a 4°C. Al día siguiente, se le realizaron tres lavados, durante 5 min cada uno, con 

TBST. Para incubar con el anticuerpo secundario anti-IgG (H+L) de conejo producido en 
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cabra acoplado a HRP (1:500 en TBST). Al término de la incubación, se realizaron tres 

lavados, durante 5 min cada uno, con TBST. La reacción de inmunodetección se reveló con 

DAB. Las imágenes se analizaron con el software GelAnalyzer 19.1 (www.gelanalyzer.com).  
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Resultados 

Permisividad de las células Vero a la infección por HAdV-36 

La infección por HAdV-36 con MOI=1 en las células Vero se monitoreó cada 24 a 48 horas 

para registrar el efecto citopático, que se visualizó en inicio a los ocho dpi y llegó a la 

destrucción celular a los 14 dpi (Figura 3). Una infección aguda productiva se detectó por la 

presencia de virus infeccioso en el sobrenadante de los cultivos infectados de manera 

persistente. El título viral fue de 1012 TCID50/mL a los 14 dpi. Además, en las células del 

cultivo persistentemente infectado se confirmó la presencia del DNA viral por el producto 

de amplificación de 320 pb que corresponde a un fragmento del gen E1a, y de que la 

inmunodetección por IFI e IPI resultó positiva para el antígeno viral expresado en las células 

persistentemente infectadas (Figura 4). 

La infección de cultivos de células A549 y Hep2 que se utilizaron como control positivo de 

la infección aguda reveló que el HAdV-36 desarrolla un franco ECP con destrucción celular 

(con una MOI de uno) ~5 dpi (Figura 5), esto es cerca de tres veces más rápido que el tiempo 

en el que aparece la destrucción celular en las células Vero. Los títulos virales en A549 y 

Hep2 a los 5 dpi fueron de 1015.5 TCID50/mL y 1013 TCID50/mL, respectivamente. 
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Figura 3. Efecto citopático por HAdV-36 en células Vero  

Figura 3. Infección en fase aguda (MOI=1) por HAdV-36 en cultivo de células Vero. a) Células sin 

infectar; b) ECP a 5 dpi; c) ECP a 8 dpi; d) ECP 14 dpi. Imágenes adquiridas por microscopía invertida, 

objetivo 10X. ECP: efecto citopático; dpi: días posinoculación; MOI: multiplicidad de infección. 
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Figura 4. Detección del DNA y antígeno viral en las células Vero 
infectadas de manera aguda  

Figura 4. Panel superior: Células Vero en cultivo portan el DNA. La electroforesis de los productos de 

amplificación de un fragmento del gen E1a por PCR muestra un producto de ~320 pb de longitud que 

confirma la infección por HAdV-36. e) carril 1 PM; carril 2 células sin infectar (VN); carril 3 control 

negativo de la PCR; carril 4 y 5 células de cultivos a los 14 dpi.  

Panel inferior: Células Vero infectadas de manera aguda mostraron un patrón positivo para el 

antígeno del HAdV-36 utilizando inmunoensayos. f) La inmunofluorescencia indirecta reveló al 

antígeno viral con la marca verde fluorescente (FITC) que está señalada por las flechas. La 

contratinción con DAPI permitió visualizar a los núcleos (azul). Imágenes adquiridas por microscopía 

confocal a 400X; g) Las flechas indican algunas células positivas a la inmunoperoxidasa (café-marrón, 

revelado por DAB) que detecta al antígeno viral. Se utilizó hematoxilina de Mayer para contrastar a 

los núcleos (azul-gris). Imagen adquirida con microscopio invertido, objetivo 20X.  
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Figura 5. Efecto citopático por HAdV-36 en células A549 y Hep2  

Figura 5. Infección en fase aguda (MOI=1) por HAdV-36 en células de cultivo. a) A549 

células sin infectar (4X); b) A549 ECP a 3 dpi (10X); c) A549 ECP a 5 dpi (20X); d) Hep2 células 

sin infectar (20X); Hep2 ECP a 4 dpi (4X); Hep2 ECP a 5 dpi (4X). Imágenes adquiridas por 

microscopía invertida. ECP: efecto citopático; dpi: días posinoculación; MOI: multiplicidad 

de infección 
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Figura 6 . Efecto de la infección por HAdV-36 en células Vero 
revelada por tinciones 

Figura 6. Células Vero infectadas de manera aguda por HAdV-36 (14 dpi). a) Algunas 

alteraciones morfológicas que incluyen hinchazón nuclear, fusión celular y vacuolas 

(objetivo 20X); b) granulaciones perinucleares indicadas por la flecha y un pequeño sincitio 

señalado por cabeza de flecha (objetivo 20X); c) ECP revelado por tinción Giemsa, flechas 

señalan grupos de células redondeadas, cabeza de flecha indica vacuolización en el 

citoplasma (objetivo 40X); d) detalle magnificado de imagen (40X) que muestra una discreta 

sincitio indicado por flecha; e) flecha señala vacuola en un detalle magnificado de imagen 

40X; f) célula central muestra vacuolas (flecha) y cariorexis. Imágenes adquiridas por 

microscopía invertida. ECP: efecto citopático; dpi: días posinoculación 
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Figura 7 . Inclusiones patognomónicas de la infección por 
adenovirus reveladas por tinción con Hematoxilina-Eosina 

Figura 7. Células Vero infectadas de manera aguda por HAdV-36 (14 dpi). Algunas células 

Vero teñidas por HE muestran inclusiones intranucleares basófilas (cabeza de flecha), que 

también pueden presentarse como cúmulos difusos (flecha). Las inclusiones de este tipo son 

compatibles con la infección por adenovirus. Imágenes adquiridas por microscopía de 

campo claro (objetivo 40X). HE: hematoxilina-eosina; ECP: efecto citopático; dpi: días 

posinoculación 

Figura 8 . Vacuolas en  células Vero  teñidas por Rojo Oleoso 

Figura 8. Algunas células de un cultivo de células Vero infectado de manera aguda (14 dpi) muestra 

reacción positiva a la tinción de Rojo Oleoso. a) Células sin teñir; b) Células Vero teñidas por Rojo 

Oleoso. Sugiere la detección de gotas de lípidos en las células. Imágenes adquiridas por microscopía 

invertida, detalles de las imágenes adquiridas con el objetivo 40X.  

b a 

50 µm 50 µm 
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Establecimiento de la infección persistente por HAdV-36 en cultivo de células Vero 

La infección con MOI de 0.1, 0.3 y 0.5 fueron probadas, con los dos primeros índices no se 

obtuvo evidencia de infección, utilizando los ensayos TCID50 y por PCR, y solo un cultivo de 

células Vero, infectadas de manera persistente por HAdV-36 se obtuvo al inocular con MOI 

de 0.5. 

El control de la infección al retirar el sobrenadante a los ocho dpi (título viral 109.2 

TCID50/mL) permitió la supervivencia de una parte de la población celular y la replicación 

viral (Figura 7) y así se obtuvo un cultivo 14 días después de la inoculación. A este tiempo, 

se realizó el primer subcultivo o pase y se encontró que las células supervivientes 

continuaron su multiplicación para formar una monocapa confluente a los ~20 dpi, es decir, 

entre seis y siete días después del pase.  

A partir de entonces, se realizaron pases semanales y se han obtenido 35 subcultivos 

infectados de manera persistente por HAdV-36, que corresponde a mantener a la infección 

durante casi ocho meses. 

También, encontramos que las células de los cultivos persistentes requirieron de 72h de 

incubación para alcanzar la confluencia, mientras que, los cultivos de células sin infectar 

alcanzaron una densidad celular del 100% entre las 24 y 48 h. La morfología de las células 

infectadas de manera persistente, a más de 50 dpi, fue casi idéntica a la de las células no 

infectadas. Pero, ocasionalmente mostrando la formación de pequeños sincitios y 

granulaciones perinucleares (Figura 8). 
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Figura 7. Infección por HAdV-36 a baja multiplicidad de infección  

Figura 7. Una baja MOI permitió la presencia del virus y la supervivencia celular. Células 

que portaban el virus mantuvieron la infección a largo plazo. Imagen muestra células Vero 

infectadas a una MOI de 0.5 por HAdV-36 a los 14 dpi. Imagen adquirida por microscopía 

invertida objetivo 10X. dpi: días posinoculación. 

Figura 8. Infección persistente por HAdV-36  

Figura 8. El HAdV-36 al infectar de manera persistente no causa la destrucción destrucción 

celular. a) Células sin infectar; b) Células infectadas a los 55 dpi, pase 8, flecha indica una 

discreta fusión de células; c) Células a los 191 dpi, pase 28. Imagen adquirida por microscopía 

invertida; dpi: días posinoculación. 

a b c 
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HAdV-36 desarrolla una infección persistente productiva  

Se estableció un cultivo de células Vero persistentemente infectadas por HAdV-36 

utilizando una MOI de 0.5. La infección persistente se ha mantenido con producción de virus 

infeccioso en el sobrenadante celular. Los pases infectados a largo plazo tuvieron títulos 

virales que oscilaban entre 1 x 104 y 1 x 106 TCID50/mL, esto fue aproximadamente la mitad 

del título que se encontró en la infección a 14 dpi (1010,5 TCID50/ml) (Figura 9a).  

Asimismo, la infección persistente produjo un título viral a los 14 dpi 10X menor (1010.5 

TCID50/mL) que el título que se produjo a una MOI de uno (1012 TCID50/mL). Lo que permitió 

una viabilidad celular 24% mayor en los cultivos infectados a una MOI de 0.5 (66%) que los 

infectados a una MOI de uno (50%). 

 

 

 

 

 

 

  

El ensayo de focos de infección reveló a los antígenos del HAdV-36 en células infectadas 

Con el ensayo de focos de infección fue posible tanto revelar la presencia de los antígenos 

virales como confirmar la producción de virus infeccioso en los diferentes pases. La 

Figura 9. Persistencia del HAdV-36 en células Vero 

Figura 9. Cultivos persistentemente infectados por HAdV-36. a) La infectividad del virus se 

comprobó mediante la titulación de partículas infecciosas extracelulares en diferentes 

pases. b) Las células de los cultivos infectados de manera persistente portaron el DNA viral. 

Electroforesis de los productos de la PCR. Longitud de 320 pb. Carril 1: marcador peso 

molecular; carril 2: reacción sin templado; carril 3: control positivo de DNA concentrado con 

PEG; carriles 4 y 5: productos de amplificación de cultivos sin infectar; carriles 6 al 11 

productos de amplificación de diferentes pases del cultivo persistentemente infectado. 
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especificidad de la prueba se apoyó en la utilización del anticuerpo policlonal producido en 

nuestro laboratorio. Las células infectadas se visualizaron un segundo anticuerpo acoplado 

a la peroxidasa de rábano que se oxidó con la diaminobencidina produciendo precipitados 

insolubles de color café/marrón. Las unidades formadoras de focos de infección en los 

cultivos infectados de manera persistente en los que se probó tuvieron un título que osciló 

entre 104 a 106 UFF/mL.  

 

 

 

 

 

 

 

El DNA del HAdV-36 está presente en las células infectadas de manera persistente 

Mediante la amplificación de un fragmento del gen E1a del HAdV-36 por la PCR punto final 

se confirmó que células de cultivo infectado persistentemente portaban el ácido nucleico 

viral. La electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, mostró un producto de la amplificación de 

un tamaño aproximado a los 320 pb que corresponde al producto del gen E1a, que se 

Figura 10. Ensayo de focos de infección una inmunotinción que 
apoya en la detección de virus infeccioso y la expresión de los 

antígenos del HAdV-36 en cultivo de células Vero 

Figura 10. Ensayos de focos de infección realizados en sobrenadantes de los cultivos 

infectados por HAdV-36 muestran la presencia de virus infeccioso basados en la reacción 

positiva a la inmunoperoxidasa. A) Células infectadas a los 14 dpi, flechas indican algunas 

células con inmunodetección positiva; B) Células a los 237 dpi. Imagen adquirida con un 

microscopio invertido objetivo 20X. dpi: días posinoculación. 



52 
 
 

investigó en los lisados de los pases de ≥ 20 dpi a 200 dpi o más. Resultados representativos 

de la PCR en los pases infectados de manera persistente a 53-, 110-, 184-, 216- y 244 dpi se 

muestran en la Figura 9b.  

Antígenos del HAdV-36 se expresan en las células Vero infectadas de manera persistente 

A lo largo del estudio, las células de los pases de cultivos infectados de manera persistente 

mostraron un patrón positivo heterogéneo para la inmunodetección del antígeno del HAdV-

36 por inmunofluorescencia (Figura 11) e inmunoperoxidasa indirectas (Figura 12). Por lo 

tanto, se determinó la expresión del antígeno viral por citometría de flujo utilizando un 

anticuerpo policlonal (suero hiperinmune de conejo anti-HAdV-36 producido en nuestro 

laboratorio) y un anticuerpo secundario conjugado con FITC, como se indica en métodos. El 

porcentaje de células que expresaron el antígeno viral fue 38% más bajo en las células 

infectadas de manera persistente (50.5%) que en las células infectadas de manera aguda 

(81.9%) como se muestra con los histogramas que representan algunos de los experimentos 

del pase con infección persistente a los 216 dpi, comparado con la expresión en células con 

infección aguda (14 dpi) Figura 11.   
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Figura 11. Expresión del antígeno viral en células Vero 
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Figura 11. Cultivos persistentemente infectados por HAdV-36 expresan el antígeno viral. 

Panel 1: Análisis representativo de la inmunofluorescencia de células Vero utilizando el 

anticuerpo policlonal anti-HAdV-36 producido en nuestro laboratorio a una dilución 1:300 

combinado con conjugado isotiocianato de fluoresceína (FITC) anti-IgG de conejo producido 

en cabra (marca verde fluorescente). Los núcleos en color azul por contraste con DAPI. Las 

flechas indican la presencia de gránulos gruesos en las células infectadas. Imágenes 

adquiridas por microscopía confocal 40X. 

Panel 2: El análisis cuantitativo de la expresión del Ag viral mediante citometría de flujo 

reveló que cultivos infectados de manera persistente por HAdV-36 muestran un patrón de 

expresión heterogéneo. Lo que es compatible con la infección persistente en estado de 

portador. Ensayos representativos a 216 dpi expresaron 38% menos el Ag viral en 

comparación con células infectadas de manera aguda (14 dpi).  

Figura 12. Expresión del antígeno viral en células Vero 

Figura 12. La inmunodetección utilizando la reacción de inmunoperoxidasa indirecta (IPI) 

revela la expresión del antígeno del HAdV-36 en células Vero. A) Células Vero sin infectar; 

B) Células de un cultivo infectado de manera aguda, 14 dpi; C) Células persistentemente 

infectadas a 100 dpi. Imágenes adquiridas por microscopía invertida objetivo 20X, dpi: días 

posinoculación. 



55 
 
 

En la infección persistente por HAdV-36 la expresión de los genes E1a y E4orf1 muestran 

una expresión diferencial respecto al estado agudo de infección 

En células infectadas de manera persistente, se encontró una baja expresión relativa de E1a 

(Figura 13a), en contraste para E4orf1, se observó una expresión hasta 10 veces mayor, 

respecto a la infección aguda, con una disminución de la expresión después de 53 dpi (Figura 

13b). Sin embargo, no se encontraron diferencias significativas en las proporciones de los 

ARNm en pases de células infectadas persistentemente más allá de 53 dpi.  

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Expresión de los mRNA de E1a y E4orf1 en cultivos de 
células Vero infectadas por HAdV-36 

Figura 13. En la infección persistente por HAdV-36 se encontró una expresión diferencial 

de los mRNA de E1a y E4orf1. La expresión relativa de los genes virales tempranos fue más 

baja respecto al gen constitutivo de la α-tubulina. a) Células infectadas de manera aguda y 

persistente muestran una disminución en la expresión de E1a. Aunque, la expresión de E1a 

después de los 110 dpi mostró una tendencia al alza, el incremento no fue significativo a lo 

largo de los pases infectados de manera persistente. Por el contrario, E4orf1 disminuyó su 

expresión en la infección persistente respecto a la α-tubulina. Y únicamente alrededor de 

los 53 dpi el gen disminuyó su expresión de manera significativa. Se muestra el promedio de 

tres experimentos independientes y las diferencias significativas (p < 0.05) respecto al gen 

constitutivo se indican con (*)  
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Proteínas de HAdV-36 en células persistentemente infectadas  

El suero hiperinmune de conejo anti-HAdV-36 producido en nuestro laboratorio fue 

evaluado de manera preliminar por Westernblot con el propósito de comprobar el 

reconocimiento de proteínas del HAdV-36 (proteínas totales) para su caracterización en un 

estudio posterior. 

En las muestras de los cultivos infectados de manera persistente y aguda se lograron 

detectar bandas que fueron analizadas con el software GelAnalyzer 19.1 y por su peso 

molecular aparente corresponden a las proteínas tempranas y estructurales del HAdV-36.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 14. Detección de las proteínas totales del HAdV-36 por 
western blot en cultivos de células Vero infectadas por HAdV-36 

Figura 14. En células de cultivos infectados por HAdV-36 se detectaron bandas que en 

apariencia corresponden a las proteínas (totales) del HAdV-36. En la parte inferior de los 

carriles se indican las muestran que corresponden a células Vero sin infectar (VN); marcador 

de peso molecular (MM); células infectadas de manera aguda (14 dpi); células infectadas a 

los -100 dpi; -130 dpi y -200 dpi. Días posinoculación (dpi).  

MM                   1           2         3           4            5          6            7           8         9    10 
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Discusión 

A la fecha, no encontramos algún informe relacionado al modelo de infección persistente 

por HAdV-36 in vitro. Sin embargo, la persistencia de este virus es plausible teniendo como 

antecedentes las investigaciones que demuestran que la inoculación del HAdV-36 en 

animales desarrolla una infección asintomática y mantiene el DNA viral en diferentes 

tejidos, como el hígado, tejido adiposo, músculo, cerebro y riñón, por un periodo 

posinoculación, de más de seis meses en monos (Dhurandhar et al., 2002), 12 semanas en 

ratones (Krishnapuram et al., 2011) y 16 semanas en pollos (Dhurandhar et al., 2000). 

Elegimos a las células Vero por ser células epiteliales, que se conoce son blanco de los 

adenovirus. Además de que esta línea expresa receptores y correceptores para los 

adenovirus de la especie D (ácido siálico, CAR, CD46, integrinas) en donde está clasificado 

el HAdV-36 (Govorkova et al., 1996; Desai y Goldfarb, 1996; Guo et al., 2014). 

Entre las ventajas que brindan las células Vero para establecer un modelo de infección in 

vitro se tiene su estabilidad biológica (no oncogénica), su fácil adaptación a diferentes 

condiciones de crecimiento (Maharjan et al., 2021; Govorkova et al., 1996) y su incapacidad 

para producir IFN-I por tener una deleción de los genes del α-IFN y β-IFN (Osada et al., 2014). 

Sin embargo, pueden expresar genes estimulados por el IFN (ISGs) los cuales se relacionan 

con la inhibición de la replicación viral y la promoción de la persistencia viral (Murira y 

Lamarre, 2016; Hernández et al., 2015). Además, estudios de proteómica cuantitativa que 

analizaron la expresión diferencial de proteínas en respuesta de una infección viral en 

células Vero utilizando espectrometría de masas por cromatografía líquida identificaron 

proteínas relacionadas con la apoptosis, transducción de señales y las respuestas al estrés 

(Zeng et al., 2015). Con el mismo método Guo y cols. identificador más de 600 proteínas 

asociadas a componentes celulares, factores de crecimiento y procesos biológicos, que 

pueden ayudar a la comprensión de la infección por virus de las células Vero (Guo et al., 

2014). Recientemente, un estudio que utilizó un algoritmo para el análisis de 

enriquecimiento de conjunto de genes (GSEA) encontró que en las células Vero se regulan 

al alza genes relacionados al metabolismo de lípidos, principalmente los de la vía de la beta 
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oxidación de los ácidos grasos (Logan et al., 2022). Y esto nos llama la atención por su 

aplicación para futuros estudios sobre el metabolismo de los ácidos grasos en las células 

renales. 

En este trabajo se estandarizó un sistema en el que se lleva a cabo la replicación del HAdV-

36 en células Vero, de manera similar a Lee y cols. (2020) con el HAdV-5 que pertenece a la 

especie C de los adenovirus humanos. Adicionalmente, se logró establecer y mantener una 

infección persistente por HAdV-36 en cultivo de células Vero utilizando una baja 

multiplicidad de infección (MOI=0.5). Cabe mencionar que, a una baja MOI se ha conseguido 

que el HAdV-3 desarrolle una infección productiva en células epiteliales del tracto 

respiratorio (Yang et al., 2019). Incluso, con esta condición se estableció la infección 

persistente en cultivo por un virus de RNA (VSR) en células epiteliales (Tirado et al., 2005).   

Asimismo, nuestros resultados muestran que el control de la fase aguda de la infección, al 

retirar el virus producido y liberado en el sobrenadante celular a los ocho dpi, permitió que 

el cultivo se mantuviera y llegara a los 14 dpi. Esto es, que las células que sobrevivieron aun 

cuando el título viral era de 1010.5 TCID50/mL siguieran creciendo hasta formar monocapas 

confluentes a los 20 dpi. Con esta estrategia del control de la infección, investigaciones 

independientes, lograron establecer cultivos infectados de manera persistente por virus 

Coxsackie del grupo B en células epiteliales del páncreas (Alidjinou et al., 2017) y con FMDV 

(del inglés: Foot-and-Mouth Disease Virus) en células epiteliales de riñón bovino (Kopliku et 

al., 2015).  

En los pases infectados de manera persistente, (20 dpi hasta después de 200 dpi), se mostró 

que el virus tuvo una replicación activa, puesta de manifiesto a través de la producción de 

virus infeccioso extracelular (título entre 104 a 106 TCID50/mL) que fue analizada mediante 

ensayos de punto final para determinar la dosis infectiva al 50% del cultivo celular (TCID50) 

por el método de Kärber. La producción de virus infeccioso en los sobrenadantes es 

requerida para establecer el estado de persistencia viral y es posible que la continua 

presencia de virus infeccioso permita la coadaptación (Martín-Acebes et al., 2010), como se 



59 
 
 

ha estudiado en otros modelos de persistencia in vitro para el virus Junín (González et al., 

1982) y Coxsackievirus B (Muhsen et al., 2013; Desailloud et al., 2009). 

Con el propósito de probar un método adicional que detecte HAdV-36 infeccioso en los 

sobrenadantes de los pases en un menor tiempo, se realizaron ensayos de focos de 

infección. Este método es una de las variantes para la titulación de virus infeccioso que se 

ha probado recientemente para cuantificar la infectividad en vectores de adenovirus (Elahi 

et al., 2021) y del SARS-CoV-2 (Hiroi et al., 2021). Hasta el momento no encontramos algún 

informe en el que se haya probado este método para HAdV-36. El ensayo requiere un menor 

tiempo de incubación (18 a 48 h) comparado con el ensayo TCID50, que dependiendo del 

tipo de célula y virus necesita de tres a más de 10 días de incubación (Jureka et al., 2020; 

Elahi et al., 2021). Adicionalmente, entre el ensayo de focos de infección y de placa se ha 

encontrado que los resultados muestran una correlación significativa (Cruz y Shin, 2007). 

Asimismo, el ensayo de focos de infección al ser un método de inmunotinción ofrece la 

ventaja de detectar la presencia de antígenos virales. En este trabajo infectamos a baja MOI 

y se controló la infección en su fase aguda como estrategias para establecer la persistencia 

del HAdV-36 en cultivo. Asimismo, en los diferentes pases se demostró la replicación activa 

del virus y la multiplicación o crecimiento celular para alcanzar la confluencia del cultivo. 

Potencialmente, se estableció una interacción virus-célula en equilibrio, que como se ha 

mencionado previamente es una de las características de la infección persistente (Kane y 

Golovkina, 2010). 

En este estudio, como indicador de la infección por HAdV-36, se amplificó un fragmento del 

gen E1a (~320 pb) por PCR en punto final. Amplificamos E1a debido a que es el principal 

transactivador de los adenovirus y ejerce control sobre la expresión de genes virales y 

celulares que pueden modular el metabolismo y el ciclo celular, entre otras muchas 

funciones que se han mencionado en la introducción (King et al., 2016). Estos experimentos 

mostraron que el virus es detectable consistentemente en los pases persistentemente 

infectados. 
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Para comprobar la presencia del antígeno del HAdV-36 en las células infectadas se 

realizaron ensayos de inmunolocalización analizados por inmunofluorescencia e 

inmunoperoxidasa indirectas, los resultados de ambos ensayos inmunocitoquímicos (IFI e 

IPI) optimizaron la interpretación de los resultados de tinción. En este trabajo, utilizamos el 

anticuerpo policlonal que se produjo en nuestro laboratorio (suero hiperinmune de conejo 

anti-HAdV-36), encontrando un patrón positivo heterogéneo de la expresión del antígeno 

viral. La expresión heterogénea en las células de un mismo cultivo podría estar relacionado 

con la presencia de epítopos fuertes y débiles (Ramos-Vara et al., 2016). 

No obstante, los ensayos IFI e IPI aportan datos cualitativos, por lo tanto, cuantificamos la 

expresión del antígeno viral mediante citometría de flujo, que reveló que en las células 

persistentemente infectadas la expresión del antígeno viral se redujo (38%) respecto a la 

expresión en células con infección aguda. 

En el presente estudio el análisis de las inmunotinciones fluorescentes también revelaron 

que las células persistentemente infectadas mostraron gránulos intranucleares gruesos 

(Figura 10, E y H) que podrían estar relacionados a centros de replicación viral (Hidalgo et 

al., 2021).  

Respecto a este tema, virus de DNA incluidos el virus simiano 40, el adenovirus tipo 5, el 

virus del herpes simple 1 (HSV-1) y el citomegalovirus humano (HCMV) se localizan y 

establecen sitios de replicación viral adyacentes a los cuerpos nucleares pro-leucemia 

mielocítica (PML-NB), lo que sugiere que esta estructura es al menos espacialmente, si no 

funcionalmente, relacionado con la replicación viral. Los PML-NB consisten en estructuras 

en forma de jaula construidas con proteínas de PML, que contienen otras proteínas 

efectoras que juntas aparecen como focos punteados cuando se visualizan mediante 

microscopía de inmunofluorescencia (Tsai y Cullen, 2020). También, se ha propuesto que la 

represión epigenética puede favorecer el establecimiento de la persistencia viral (Tsai y 

Cullen 2020). 

La determinación de la expresión de ARNm de E1a y E4orf1 en pases persistentemente 

infectados indicó que el virus es transcripcionalmente activo. Sin embargo, la expresión se 
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encontró en niveles muy bajos, estos resultados tienen cierta concordancia con los 

hallazgos de Zheng y cols. (2016) que indican que en la infección persistente decrece la 

expresión de E1a y por consiguiente de otros genes virales para mantener la persistencia 

de adenovirus. 

Por otro lado, la expresión de E1a en la fase aguda de la infección (14 dpi) se encontró 

disminuida. Aunque es de esperar lo contrario, está documentado en un modelo en cultivo 

de la infección aguda por HAdV-36, que la expresión de los genes E1A, E1B, E3 y E4orf1 

alcanza su punto máximo de 2 a 4 días después de la inoculación y los niveles se mantienen 

muy bajos después de los 7 dpi (Rathod et al., 2007). Nuestros hallazgos concuerdan con las 

características de la persistencia en el estado de portador en el que solo una parte de la 

población celular (en nuestros cultivos ~50% de las células) resulta estar infectada y hay 

producción de virus infeccioso extracelular que infecta a algunas de las células normales 

que resultan de la continua multiplicación celular (Nathanson y Ahmed, 2007). Este mismo 

tipo de persistencia se obtuvo en un modelo de células Vero persistentemente infectadas 

con el virus Junín (Ellenberg et al., 2002). 

Además, es importante comentar que es común que los virus líticos establezcan de inicio 

una infección persistente en el estado de portador en cultivo antes de que se establezca la 

persistencia viral en estado estable o estacionario. Así, se ha propuesto que después de una 

fase dinámica inestable se establece un proceso de selección para aquellas partículas virales 

con capacidad de establecer una infección persistente (Ito et al., 2004).  

Finalmente, la baja expresión de E1a y E4or1 podría ser parte de alguna estrategia del virus 

para persistir. Estos resultados tienen cierta concordancia con los hallazgos de Dickherber 

y Garnett (2019), quienes encontraron en su modelo de persistencia de adenovirus en 

linfocitos que la transcripción de genes virales puede estar disminuida. 
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Conclusiones  

En el presente estudio, se demostró por primera vez que las células Vero (ATCC, CCL-81) 

son permisivas a la infección por HAdV-36 y llegan a desarrollar una infección de tipo 

persistente, inhibiéndose la expresión del fenotipo lítico del virus. La persistencia viral se 

mantuvo en los cultivos celulares por cerca de 8 meses (> 200 dpi), a través de 35 pares.  

El patrón de expresión del antígeno viral en la población celular de los pases infectados de 

manera persistente fue heterogéneo y se encontró una producción de partículas virales 

infecciosas extracelulares, esto se relaciona al establecimiento de una infección persistente 

en estado de acarreador. 

Molecularmente, se identificó una expresión transcripcional diferencial entre E1a y E4orf1 

en el estado persistente, que indujo una disminución en la expresión de E1A y un aumento, 

aunque no significativo, de E4orf1 después de los 53 dpi, respecto al estado agudo de 

infección. 

Perspectivas 

Investigar la activación de la vía PI3K por el HAdV-36 a través de evaluar los niveles de 

fosforilación de Akt en las células Vero infectadas de manera persistente. Con el propósito 

de indagar si esta vía inhibe la apoptosis como un posible mecanismo para establecer la 

persistencia del HAdV-36 en células Vero, como se ha propuesto para el SARS-CoV (Mizutani 

et al., 2004; 2005) y con el virus Junín (Linero et al., 2015).  

Estudiar la expresión de la Acetil-CoA acetiltransferasa para evaluar el efecto de la infección 

por HAdV-36 sobre la vía de la beta-oxidación mitocondrial.  

Evaluar el efecto de la infección por HAdV-36 sobre la expresión de los transportadores de 

ácidos grasos de cadena larga (FATP4/CD36) moléculas relacionadas al depósito de lípidos 

en los riñones. 

Cuantificar la expresión de las proteínas tempranas del HAdV-36. 
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