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RESUMEN 

 

Los Adenovirus son un importante grupo de patógenos humanos, altamente prevalentes 

(alrededor del 40 al 88%) con variaciones inter e intraregiones geográficas. Recientemente, se 

ha demostrado que la infección por el Adenovirus humano 36 (Ad-36) es un factor que 

contribuye al desarrollo de la obesidad en adultos y niños. No se ha evaluado la expresión de 

las proteínas tempranas y tardías de Ad-36 en la infección persistente que establece este virus 

en el tejido adiposo de pacientes con obesidad mórbida, lo que sugiere la alteración de manera 

estable de diversos genes virales después de la infección. El objetivo del presente trabajo es 

comparar la expresión de las proteínas del Ad-36 en biopsias de pacientes con obesidad 

mórbida con células epiteliales infectadas de manera aguda utilizando una cepa control. En 

donde se infectarán líneas de células epiteliales HEp-2 y A549 con Ad-36, a baja multiplicidad 

(MOI) con la cepa Ad-36 (ATCC VR-913). Se comprobará la presencia del virus con PCR punto 

final. La cuantificación de la expresión de los mRNA de las proteínas del virus en el estado de 

infección lítica, post-infección 48 a 72 h, se realizará por qPCR y por Western blot para evaluar 

las diferencias de la expresión de las proteínas de Ad-36. Teniendo como resultado la 

expresión de las proteínas tempranas y tardías del virus, en la grasa de pacientes con obesidad 

mórbida, se comparará con el perfil proteico expresado en infecciones agudas por la cepa 

control, en células epiteliales A549 y HEp-2, lo que nos dará conocimiento sobre la regulación 

génica del virus en la infección del tipo persistente. Los resultados podrían aportar 

conocimiento de la patogenia de la infección crónica por Ad-36 asociada con la obesidad. 

 

INTRODUCCIÓN 

 

OBESIDAD  

 

En los últimos 40 años la prevalencia global de la obesidad se ha triplicado y la coloca como 

una de las mayores epidemias de salud pública del siglo XXI con cerca de 650 millones de 

adultos clasificados como obesos y más de 1900 millones con sobrepeso (Martin, Mani, y Mani 

2015). 

México es el segundo país con mayor prevalencia de sobrepeso y obesidad en adultos y el 

primer lugar en sobrepeso y obesidad infantil. De acuerdo con los datos de la encuesta 

nacional de salud y nutrición de medio camino 2016 (ENSANUT MC 2016) en México 7 de 

cada 10 adultos, 4 de cada 10 adolescentes y 1 de cada 3 niños tienen sobrepeso u obesidad 

y es hoy uno de los problemas de salud pública prioritarios en nuestro país, con una mayor 

frecuencia en las mujeres (75.6%) que en los hombres (69.4%) (INSP. ENSANUT MC2016) 

(Shamah-Levy et al. 2018) 

La obesidad es una enfermedad crónica de origen multicausal donde participan componentes 

ambientales y sociales en estrecha relación con factores genéticos, sicológicos, nutricionales, 

metabólicos, de estilo de vida e infecciosos. Se caracterizada por el incremento de peso 

corporal con la acumulación excesiva de masa grasa con distribución corporal anormal, 

originando numerosas complicaciones biomédicas, sicosociales y económicas (Aburto-López 



y cols., 2018), (Gao y Liu 2014). Asimismo, la OMS la define como un índice de masa corporal 

(IMC, definida como peso/estatura2) igual o superior a 30 kg/m2 y cuando el índice supera la 

cifra de 35 y se acerca a 40 se considera obesidad mórbida u obesidad clase IV para aquellos 

pacientes con 200% más de su peso ideal (Salas-Salvadó et al. 2007; Delgado 2001). 

En un estudio sobre la carga económica de la obesidad y sus comorbilidades se estimó que 

para 2021 se invertiría más de 150 mil millones de pesos al año, lo que representaría 

aproximadamente un 25% del gasto público en salud (Shamah-Levy et al. 2018; 2015)(Molina 

et al. 2015). 

Las estrategias para el control de la obesidad se dirigen principalmente a los componentes de 

estilo de vida, nutrición y ambientales (Rivera Dommarco et.al., 2013), pero solo son 

marginalmente eficaces (ENSANUT MC, 2016). Atender los demás factores asociados con la 

obesidad, como las infecciones por virus, podría proporcionar enfoques de manejo más 

efectivos. 

 

Diversos estudios muestran la potencial asociación de infecciones virales y bacterianas con la 

adiposidad en el humano (McAllister et al. 2009), las evidencias de estudios in vitro y en 

modelos animales han encontrado que los adenovirus, y en particular el Ad-36, induce la 

adipogénesis y procesos proinflamatorios. La exposición a la infección por Ad-36 parece ser 

otro predictor de aumento de peso en los humanos (N. V. Dhurandhar, Bailey, y Thomas 2015). 

 

ADENOVIRUS HUMANOS 

 

Los Adenovirus son un importante grupo de patógenos humanos que muestran amplia 

seroprevalencia mundial, del 38.9% al 88% (Ahmad et al. 2016; Costa et al. 2017; Zhou et al. 

2018; Barrero et al. 2012) y variaciones inter e intra-regiones geográficas que se modifican con 

el tiempo (Lynch, Fishbein, y Echavarria 2011). 

 

Los Adenovirus son capaces de infectar al humano mostrando amplio tropismo para realizar 

su multiplicación en las células epiteliales del tracto respiratorio, tubo digestivo, vías urinarias, 

conjuntiva, córnea y tejido adiposo (Ponterio et al. 2015a). Causando diversos cuadros 

clínicos, como la gastroenteritis, conjuntivitis, infecciones del tracto respiratorio alto y bajo, 

miocarditis, hepatitis, meningoencefalitis, cistitis, pero también condiciones crónicas no 

inflamatorias, como la obesidad (Lion 2014). Las vías de transmisión incluyen el contacto 

directo, oral-fecal, por fómites y en algunos casos a través de agua contaminada (Lynch, 

Fishbein, y Echavarria 2011), (Mena y Gerba 2009). Posterior a la transmisión del Ad, el 

periodo de incubación puede ser de 2 a 15 días, dependiendo del tipo viral y de la vía 

transmisión.  

 

Los Adenovirus están categorizados comúnmente en siete grupos (A-G) y más de 70 tipos 

basados en sus propiedades de hemaglutinación y la homología de sus secuencias (según el 

último reporte del Comité Internacional sobre Taxonomía viral, es posible nombrarlos como 

especies y tipos, respectivamente) (Tollefson et al. 2017; M. Q. King et al. 2012). Son virus 



icosaédricos, desnudos de DNA lineal de doble cadena. La cápside está formada por tres 

proteínas principales: el hexón, la base pentón y la fibra (F), que constituyen los principales 

antígenos, además de las proteínas menores IIIa, VI, VIII y IX y las proteínas del core: V, VII, 

IVa2, µ, proteína terminal y proteasa. En el proceso de adherencia celular, la estructura de 

mayor importancia es la protuberancia de la fibra (F), que se encuentra en cada uno de los 12 

pentones (Flint et al. 2015), figura 1. 

 
Figura 1.Estructura de un Adenovirus 

 

Posterior a la transmisión del Ad, el periodo de incubación puede ser de 2 a 15 días, 

dependiendo del tipo viral y la vía transmisión. El ciclo se integra en dos fases. La fase 

temprana que incluye la adherencia celular, entrada a la célula hospedera, transporte del 

genoma viral al núcleo y la transcripción y traducción selectiva de los genes tempranos E (del 

inglés Early). Además, esta fase favorece la transcripción traducción de los genes tardíos L 

(del inglés Late). La fase tardía incluye los procesos posteriores a la replicación y termina con 

el ensamble de las proteínas estructurales, la encapsidación y la maduración del virus infectivo 

en el núcleo, finalmente ocurre la lisis celular y liberación de los virones, la figura 2. 

 

 

 
 

figura 2. Ciclo de multiplicación para un adenovirus 

 

 



GENOMA VIRAL 

 

El genoma viral de todos los Adenovirus presenta una organización muy parecida, puede tener 

de 30 a 40 genes y codifican para ~40 proteínas, solo 12 de ellas son constitutivas de la 

partícula viral. El genoma, es una molécula de aproximadamente 36 kbp (26 a 45 kbp) con una 

proteína terminal (TP) de 55 kDa anclada covalentemente a los extremos 5´, en éstos, se 

encuentran unas secuencias cortas o repeticiones terminales invertidas (ITRs del inglés 

inverted terminal repeats) de 50 a 200 pb que constituyen el origen de replicación (Ori). El 

genoma está dividido en regiones tempranas, intermedias y tardías que corresponden al ciclo 

viral infectivo y reflejan los patrones de transcripción. La región temprana incluye cuatro 

familias de genes tempranos (E) con cinco unidades transcripcionales (E1A, E1B, E2, E3, E4) 

que están involucradas en la regulación de la replicación del DNA, los genes intermedios están 

representados por dos proteínas (IX y IVa2) y la región tardía contiene cinco familias de genes 

tardíos (L1 a L5) que constituyen la cápside. De manera general, el Ad está compuesto de 

alrededor de 1 millón de residuos de aminoácidos con una masa molecular de 150 mDa 

(Ponterio et al. 2015b; Chen y Lee 2014; Lion 2014). 

La replicación de los adenovirus requiere un tiempo entre 12 a 24 h, la expresión de las 

unidades transcripcionales (E) se activan dos horas después de la entrada del virus a la célula 

hospedera, después de la internalización la producción de viriones continua durante 40 h, (van 

Ormondt, Maat, y van Beveren 1980). Narvaiza 2013 

 

 

Figura 3. Organización transcripcional del genoma de un adenovirus 

INFECTOBESIDAD 

En las últimas tres décadas se ha estudiado ampliamente la influencia de factores ambientales 

y genéticos para el desarrollo de la obesidad en el humano, recibiendo poca atención la 

contribución de algunos agentes infecciosos, como los virus, para el incremento de la 

adiposidad y el peso corporal, nombrada por algunos autores como infectobesidad (N. V. 

Dhurandhar 2001; Pasarica y Dhurandhar 2007). 



Sin embargo, se han descrito por lo menos cinco virus relacionados con obesidad en modelos 

animales, incluyendo varios virus no humanos: virus del moquillo canino (CDV, por sus siglas 

en inglés Canine Distemper Virus) (Lyons et al. 1982), el virus aviar asociado de Rous 7 (RAV-

7) (Carter, Ow, y Smith 1983), el virus de la enfermedad de Borna (Gosztonyi y Ludwig 1995; 

Herden et al. 2000) y el virus aviar SMAM-1 (N. V. Dhurandhar et al. 1997, 1992). 

El primer estudio en humanos que mostró que los virus tienen potencial para el incremento de 

la adiposidad, halló en personas obesas la presencia de anticuerpos (AB) contra el adenovirus 

aviar SMAM-1 e inoculando los sueros en embriones de pollo lograron reproducir las lesiones 

macroscópicas compatibles con la infección por este adenovirus aviar (N. V. Dhurandhar et al. 

1997).  

Posteriormente, se indagó la contribución de diferentes adenovirus humanos para el desarrollo 

de adiposidad e incremento del peso corporal en humanos y se encontró una mayor frecuencia 

de los tipos Ad-5, Ad-9, Ad-31, Ad-36 y Ad-37 (Voss, Atkinson, y Dhurandhar 2015). De los 

virus adipogénicos para los humanos, el más estudiado es el Adenovirus 36 (Ad-36) (Nikhil V. 

Dhurandhar 2004; Jaworowska y Bazylak 2006; Whigham, Israel, y Atkinson 2006; Richard L. 

Atkinson 2007; Nikhil V. Dhurandhar 2011; Mitra y Clarke 2010; Lion 2014; Cakmakliogullari 

et al. 2014). 

ADENOVIRUS 36 Y SU POTENCIAL ASOCIACIÓN CON EL DESARROLLO DE LA 

OBESIDAD 

Ad-36 fue el primer virus humano asociado con el potencial adipogénico para el humano, 

además de ser el más estudiado en ensayos in vivo e in vitro. Ad-36 se diferencia de los otros 

adenovirus en gran parte por la limitada reactividad cruzada que muestra, por los patrones de 

inhibición de la neutralización y hemaglutinación y por sus particulares características 

genómicas y proteómicas (muy baja homología de las secuencias de los loop 1 y 2 del hexón, 

con otros tipos de Ad y muy baja variabilidad genética) (Tambo, Roshan, y Pace 2016; Jae-

Hwan Nam 2013; J.-H. Nam et al. 2014; van Ginneken, Sitnyakowsky, y Jeffery 2009; S. D. 

Vangipuram et al. 2007; Whigham, Israel, y Atkinson 2006; Pasarica et al. 2006; Kapila, 

Khosla, y Dhurandhar 2004; Nikhil V. Dhurandhar et al. 2002; N. V. Dhurandhar 2001; N. V. 

Dhurandhar et al. 2000; Nikhil V. Dhurandhar et al. 1992). 

La propuesta para la fisiopatogenia del desarrollo de obesidad por la infección por Ad-36, de 

manera global involucra: regulación positiva de la adipogénesis mediada por el gen E4ORF-1, 

diferenciación rápida del preadipocito, el compromiso del sistema inmune con la concomitante 

cascada adipogénica, baja secreción de Leptina y un aumento de la sensibilidad a la insulina  

(Whigham, Israel, y Atkinson 2006; Pasarica et al. 2008; P. M. Rogers et al. 2008; Ponterio 

et al. 2015a; Z. Q. Wang et al. 2010). 

De tal manera que, la infección por Ad-36 determina el incremento en la actividad de enzimas 

como: la Acetil-CoA carboxilasa-1, la sintasa de ácido grasos, de la fosfatidilinositol-3-cinasa 

(PI3K) y de varios factores de transcripción, lo que probablemente conduce a un aumento de 



la captación de glucosa y disminución en la oxidación de ácidos grasos e incremento en la 

lipogénesis de novo, probablemente, promoviendo la expresión de proteínas de la familia CIDE 

(por sus siglas en inglés: Cell Inducing DFF45-like Effector): factor de fragmentación de ADN 

α como efector A (CIDEA) y de la proteína 27 específica de grasa (CIDEC).  (Salehian et al. 

2010; Z. Q. Wang et al. 2010). 

También se ha encontrado reducción de la expresión y secreción de leptina, una mayor 

sensibilidad a la insulina y secreción disminuida de corticosterona. Lo que conduce a mayor 

captación de glucosa (S. D. Vangipuram et al. 2007; Pasarica et al. 2006; Pamela M. Rogers 

et al. 2008). 

Por otro lado, los triglicéridos, se han encontrado notablemente disminuidos, el colesterol total, 

en la mayoría de trabajos se encontró en niveles bajos, y las lipoproteínas de baja (cLDL) y 

alta (cHDL) densidad, con valores elevados y bajos, respectivamente (S. D. Vangipuram et al. 

2007; Bednarska-Makaruk et al. 2017; Kocazeybek et al. 2017; Pasarica et al. 2006; Kapila, 

Khosla, y Dhurandhar 2004).  

Se conoce que las infecciones por Ad provocan que el sistema inmune proteja al hospedero 

mediante mecanismos de respuesta innata y adaptativa. Generalizando, la respuesta inmune 

involucra la participación de las barreras primarias como el sistema mucociliar, la respuesta 

humoral mediada por IgA secretora, la participación de macrófagos y células dendríticas, así 

como, la proliferación y diferenciación de células T y B, y el reclutamiento y activación de 

células NK. 

Se ha encontrado que la señalización de la proteína quinasa activada por mitógeno (MAPK) y 

del factor nuclear kappa beta (NFk-b), responden secretando citocinas proinflamatorias como 

IL-6, IL-8, IL-12. TNFα e IFNɤ, proteína inflamatoria de los macrófagos (MIP-1α) y factor 

estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF). La inmunogenicidad de Ad causa el 

reconocimiento por receptores tipo Toll e inducen la expresión de IFNα y β (IFN tipo I), lo que 

conduce a una respuesta humoral y celular.  

En la respuesta adaptativa, los Ad son captados por las células presentadoras de antígeno 

(ACP), los que por medio del complejo mayor de histocompatibilidad clase I (MHC-I) presentan 

los antígenos del virus a los linfocitos T citotóxicos induciendo una respuesta inmune celular. 

La presentación de los antígenos virales mediante MHC-II, activa a los linfocitos cooperadores 

y a los linfocitos B, lo que induce una respuesta humoral con producción de anticuerpos anti-

Ad que neutralizan a los Ad circulantes evitando la adherencia a otras células (Ponterio et al. 

2015a; Chen y Lee 2014; Ha-Na Na y Nam 2012; Russell 2009; Alonso 2013). 

Para contrarrestar los mecanismos de defensa antiviral, se ha propuesto que los Adenovirus 

inhiben la actividad del interferón, sintetizando VA RNA (VA, virus asociado) que evita la 

activación de la cinasa inducible por interferón, que fosforila e inactiva el factor de iniciación 

eucariota 2 (eIF2) necesario para el inicio de la traducción. La región E3 codifica varias 

proteínas responsables de la evasión del sistema inmune. La proteína E3 (gp19kDa) bloquea 



el movimiento del complejo mayor de histocompatibilidad clase I (MHC-I) hacia la superficie 

celular evitando la lisis celular mediada por linfocitos T citotóxicos, otras proteínas de E3 

(E310.4/14.5 kDa y la E314.7 kDa) inhiben la apoptosis mediada por Fas o TNF-α (Alonso 

2013). 

Los Ad promueven una inmunidad eficaz y duradera contra la reinfección, probablemente por 

la presencia en la circulación de anticuerpos neutralizantes, lo cual podría explicar las altas 

prevalencias de tipos de Ad en población abierta (X. Zheng et al. 2017) (Jawetz, 2010). Por 

otro lado, es frecuente encontrar que los Adenovirus causen infecciones del tipo lítico en las 

células epiteliales y del tipo persistente (latente o crónico) en las adenoides, amígdalas y 

linfocitos (Garnett et al. 2002; Lynch, Fishbein, y Echavarria 2011).  

 

MARCO TEÓRICO 

PERSISTENCIA VIRAL 

La persistencia viral (infección crónica por virus) ha tomado gran relevancia por ser el 

mecanismo por el cual los virus pueden perpetuarse en los organismos y en la naturaleza, 

alternando entre ciclos líticos y persistentes, que pueden presentarse en el mismo hospedero 

en diferentes estirpes celulares (ej. HIV en macrófagos y linfocitos T cooperadores) o en un 

vector de transmisión y el hospedero (ej. Dengue en el intestino del mosco y el tejido linfoide 

del humano). Adicionalmente, la infección persistente es una forma de evasión al sistema 

inmune ya que el virus se encuentra en tejidos privilegiados, como el cerebro, médula ósea o 

el tejido adiposo. 

Se reconoce la infección del tipo persistente de los Adenovirus desde los primeros trabajos 

cuando se aislaron de adenoides de personas clínicamente sanas (Rowe et al. 1953), estas 

infecciones se caracterizan por una producción de progenie intermitente a una tasa baja y 

durante largos periodos que pueden causar poco o ningún daño al tejido hospedero (King, 

Zhang, y Mymryk 2016). Asimismo, investigaciones in vitro con otros virus, demuestran que 

las células persistentemente infectadas son capaces de producir factores antivirales, que 

liberados al medio podrían provocar en otras células resistencia a la infección (Y. Zheng, 

Stamminger, y Hearing 2016). 

Aunque estudios previos concluyeron que las infecciones persistentes por Ad eran benignas, 

trabajos recientes empleando técnicas de amplificación molecular sugieren el papel de los Ad 

en diversas enfermedades crónicas, como la obesidad (Whigham, Israel, y Atkinson 2006; 

Pasarica et al. 2008; Ergin et al. 2015), por ello es importante entender detalles moleculares 

del mecanismo de persistencia viral. 

Por otro lado, estudios en donde se han cuantificado células portadoras de Ad y la carga del 

DNA viral en tejidos con infección persistente (adenoides y amígdalas) se encontró una 



frecuencia tan baja como 1 de cada 104 a 105 células infectadas de forma natural y un número 

de copias de genoma por célula de menos de 10 a más de 2·107 copias/ célula, sin evidencia 

de infección activa. Estos datos hacen suponer que la persistencia en los tejidos se caracteriza 

por la expresión diferencial de proteínas virales (tempranas y tardías) sin completa replicación 

viral. (Garnett et al. 2002; Zhang et al. 2010).  

PROPAGACIÓN DE ADENOVIRUS 36 EN LÍNEAS CELULARES 

Para entender la fisiopatología molecular de la infección por Adenovirus, se han utilizado los 

cultivos en diversas líneas celulares (principalmente, células tumorales transformadas). Este 

método tiene las bondades de ser homogeneo, sencillo y reproducible, logrando que en un 

solo ciclo el virus replique de manera sincronizada en todas las células infectadas, esto se 

nombra curva de crecimiento en un paso.  

A diferencia de la inoculación en modelos animales, en el cultivo celular la densidad celular, 

edad del cultivo, multiplicidad de infección, duración de tiempo de adsorción, y demás 

condiciones de incubación se pueden controlar. Es importante considerar además que las 

células a utilizar sean permisivas para la replicación del virus que se desea.  

En diversas publicaciones la propagación de Ad-36 se ha realizado en algunas líneas 

celulares: hASC (células madre de tejido adiposo humano) (Pamela M. Rogers et al. 2008), 

A549 (células de cáncer de pulmón humano) (N. V. Dhurandhar et al. 2001, 2000), HeLa 

(Wigand, Gelderblom, y Wadell 1980), HEK 293 (de riñón embrionario humano) (Shen et al. 

2008), 3T3-L1 (de preadipocitos murinos) (R. L. Atkinson et al. 2005; Sharada D. Vangipuram 

et al. 2004) y hMSCs (de células madre mesenquinales) (H.-N. Na, Kim, y Nam 2012). 

Para monitorear la replicación viral en la línea celular pueden emplearse técnicas de 

microscopía y de hemadsorción. La microscopía permite observar signos de la replicación tales 

como: efecto citopático, transformación celular, formación de sincicios, presencia de cuerpos 

de inclusión, entre otros. Por otro lado, la hemadsorción mide indirectamente la infección 

detectando la síntesis de proteínas virales en las células mediante la adsorción de eritrocitos 

a su superficie, y pone de manifiesto la interacción de las proteínas de envoltura con el ácido 

siálico del glóbulo rojo. 

Por lo que se refiere a la obtención de un stock viral, que es cuando el virus se ha adaptado al 

tipo celular y se trata de lograr la mayor relación del número de unidades formadoras de placa 

(UFP)/ unidad de volumen. Los stocks virales se obtienen a partir de infecciones con baja 

multiplicidad de infección (MOI, por sus siglas en inglés, Multiplicity Of Infection que es el 

número de partículas virales infectivas/célula. La probabilidad de que cualquier célula objetivo 

pueda infectarse basada en el MOI se puede calcular por la distribución de Poisson. Ademas, 

para evitar la formación de virus defectivos o incompletos los stocks se preparan a MOI < 1, 

por el contrario, con un MOI >1 la producción de partículas infectivas será menor y por lo tanto 

aumenta la relación de partículas virales totales (infectivas y no infectivas) (Coll Morales 1993) 



La infección aguda o lítica de Ad-36, se ha reproducido fácilmente in vitro y en modelos 

biólogicos, por el contrario, el fenómeno de la persistencia viral in vitro ha encontrado tropiezos 

para manifestarse, por ello, no se ha esclarecido completamente los mecanismos moleculares 

y los genes de Ad-36 involucrados en el establecimiento de este virus en los tejidos de manera 

crónica o persistente. 

El estudio de la expresión génica y la manera que determinada proteína contribuye a la 

expresión de un fenotipo celular abarca desde la activación del gen hasta la proteína madura 

se localiza en el lugar adecuado para realizar su función (Hernández et. al., 1994). Este hecho 

puede ser abordado por técnicas de análisis de proteínas como ELISA, inmunohistoquímica, 

reacción en cadena de la polimerasa en tiempo real (qPCR) y Western Blot, entre otras. 

El Western Blot, es una técnica que nos sitrve para la inmunodetección y cuantificación de 

proteínas específicas en homogenados celulares complejos. La detección de los niveles de 

expresión de las proteínas por esta técnica es posible al transferir las proteínas de un gel de 

poliacrilamida sodio dodecil sulfato (SDS) a una membrana absorbente para obtener una copia 

exacta del gel donde han sido separadas por electroforesis. La membrana se incuba con dos 

anticuerpos (AB), el AB primario se une a las proteínas de la membrana, mientras que el AB 

secundario se une al AB primario. El empleo de un fluoróforo permite visualizar bandas que 

cotrresponden a las proteínas investigadas. Con este proceso se puede detectar proteínas 

presentes en baja cantidad (Taylor, 2014). 

La qPCR, es una técnica muy sensible, específica y con amplio rango de detección, que 

combina la amplificación y la detección en un mismo paso, al correlacionar el producto de la 

PCR de cada uno de los ciclos con una señal de intensidad de fluorescencia, sin necesidad de 

realizar una electroforesis. Para cuantificar la expresión génica, se requiere determinar el 

número de moléculas de mRNA, por lo que se necesita realizar una reacción de transcripción 

reversa del mRNA a cDNA antes de aplicar la qPCR. Posteriormente, se amplifica el cDNA en 

un termociclador acoplado a un sistema óptico que monitorea la señal de los fluoróforos para 

detectar el producto amplificado. La detección-cuantificación de la expresión de una proteína 

está relacionada con la intensidad de la fluorescencia (Aguilera et al., 2016) (Heim et al. 2003; 

J. Wang et al. 2017) 

El equipo de investigación encabezado por la Dra. en C. Mirza Romero Valdovinos del 

Departamento de Biología Molecular e Histocompatibilidad del Hospital General “Dr. Manuel 

Gea González” desarrolló un método por PCR tiempo real para diagnosticar al Ad-36 en grasa 

visceral de pacientes con obesidad mórbida. Los resultados muestran la presencia de Ad-36 

en el 93% de los casos y en el 25% en los controles. Las secuencias de este trabajo fueron 

comparadas con la cepa de Ad-36 EUA (número de acceso en el GenBank GQ384080) y se 

tuvo una identidad del 98%. El análisis filogenético en MrBayes, mostró que todas las 

secuencias obtenidas de los participantes de este estudio y de la cepa control del virus Ad-36, 

se agruparon en un clúster único. Estos datos sugieren que el virus puede establecer 

infecciones persistentes en el tejido graso de los pacientes. 



En México, no existen estudios que comparen la expresión de las proteínas de Ad-36 en la 

infección persistente de tejido graso de pacientes con obesidad mórbida en líneas celulares 

epiteliales humanas, por lo que el presente estudio es importante para clarificar la expresión 

de proteínas tempranas y tardías de Ad-36 en la infección aguda y persistente. 

JUSTIFICACIÓN:  

 

Cada vez son más los estudios que demuestran que el Ad-36 se asocia con el desarrollo de la 

obesidad en el humano y varios modelos animales. Se ha comprobado que la proteína 

temprana E4-ORF1 es un inductor rápido del proceso de diferenciación, proliferación y 

acumulación de lípidos en el adipocito. Asimismo, se conoce que los adenovirus humanos a 

menudo causan infecciones agudas o líticas y crónicas en tejidos como el cerebro, pulmón o 

tejido adiposo. La infección crónica con Ad-36 encontrada en el tejido adiposo (Whigham, 

Israel, y Atkinson 2006; Nikhil V. Dhurandhar et al. 2002; Sharada D. Vangipuram et al. 2004; 

Pasarica et al. 2006; Ergin et al. 2015) sugiere la probable alteración de manera estable de 

diversos genes de Ad-36 después de la infección. De tal forma que es de la mayor importancia 

conocer como se está regulando la expresión de las proteínas virales, como E4ORF-1, en la 

infección persistente o crónica, en la grasa de pacientes con obesidad mórbida. Los resultados 

podrían aportar conocimiento de la patogenia de la infección crónica por Ad-36 asociada con 

la obesidad. 

 

OBJETIVOS:  

  

General 

Comparar la expresión de proteínas de Ad-36 en infección aguda de células epiteliales 

humanas, con la expresión de las proteínas de Ad-36 en las biopsias de tejido graso de 

pacientes con obesidad mórbida.  

  

Específicos 

• Estandarizar la técnica de amplificación por tiempo real (qPCR) para evaluar la 

expresión de las proteínas virales en infección aguda y en las biopsias de los pacientes. 

• Estandarizar la técnica de Western Blot para evaluar la expresión de las proteínas 

virales en infección aguda y en las biopsias de los pacientes. 

• Determinar cuáles son los niveles de expresión de proteínas de Ad-36 en biopsias de 

tejido adiposo de pacientes con obesidad mórbida. 

• Determinar cuáles son los niveles de expresión de proteínas de Ad-36 en la infección 

de tipo agudo desarrollada en cultivos celulares. 

 

MATERIAL Y MÉTODOS 

 

Adenovirus:  El adenovirus humano Ad-36 (ATCC VR-913) se obtendrán de la American Type 

Culture Collection (ATCC, Rockville, MD) y se usará como control. 

 



Líneas celulares: A549 (ATCC-CCL-185, tejido de carcinoma bronquial humano) 

HEp-2 (ATCC-CCL-23, tejido de carcinoma epidermoide humano). 

 

Reactivos: Medios de cultivo DMME (modificado de cultivo Eagle modificado de Dulbecco, 

Thermo Scientific), HEPES (buffer, Thermo Scientific), suero bovino fetal, glutamina, 

bicarbonato, complementos vitamínicos, piruvato para cultivo celular. Colorante azul de 

tripano. Estuches para determinación de las proteínas en estudio. Reactivos necesarios para 

las PCR en tiempo real (oligonucléotidos, Taq-polimerasa y demás reactivos convencionales). 

Reactivos convencionales para realizar electroforesis en gel de agarosa y gel de poliacrilamida. 

Marcadores de peso molecular. Estuches para la purificación de los productos de amplificación 

de los ácidos nucleicos virales. 

 

Insumos: Material de plástico como: botellas para cultivo, microplacas de cultivo de 96 pozos, 

placas para determinaciones en el ligth cycler, tubos para PCR y demás insumos desechables. 

 

Instrumentos: Ligth Cycler de ROCHE para PCR en tiempo real. Digital Axygen Maxygene 

para PCR en punto final. Fotodocumentador Carestream 212 PRO, Gel Logic. Cámara de 

electroforesis Mini-protean Tetra Cell, Bio-rad. Espectrofotómetro para cuantificar ácidos 

nucleicos, NanoDrop One de Thermo Scientific. Campana de flujo laminar nivel 2, Thermo 

Scientific. Estufa de CO2 para cultivo celular. Microscopio LEICA DM750. Centrífugas 

refrigeradas para tubos: de 15 y 50 mL, así como para tubos tipo Eppendorf, Thermo Scientific. 

Balanzas, cámaras de electroforesis horizontal y vertical. Cámara de Neubauer. 

 

Secuenciación de ácidos nucleicos: Para asegurar la identidad de los adenovirus en estudio, 

se enviará a secuenciación los productos purificados de la amplificación genómica viral, al 

servicio externo del Laboratorio temático de Biología Molecular y Secuenciación Genómica de 

la Biodiversidad y la Salud del Instituto de Biología de la UNAM. 

 

METODOLOGÍA  

 

1. Obtener cepa control del adenovirus (Ad-36). Ad-36 (ATCC VR-913) se obtendrá de 

la American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD) se usará como control. 

2. Obtener DNA del Ad-36 de las biopsias de grasa visceral de pacientes con obesidad 

mórbida que fueron sometidos a cirugía bariátrica y obtenidas mediante la técnica de 

endoscopía. El DNA se obtendrá utilizando el método de extracción fenol/cloroformo. 

Se conservarán a -20°C hasta su utilización. 

3. Obtener las líneas celulares HEp-2 y A549, susceptibles a la infección por Ad-36 y 

que permitirá aislar el virus. Demostrado en estudios previos y muestran un crecimiento 

adherente. 

4. Propagar Ad-36 en las líneas celulares. En botellas de cultivo que contengan las 

líneas celulares antes descritas, se infectarán a baja multiplicidad de infección (MOI 



0.1). Se incubará a 37°C en medio con antibiótico-antimicótico. Los cultivos se 

mantendrán en medio al 2%, por 48 a 72 h. 

5. Cuantificar y comprobar viabilidad 

Los cultivos se tratarán con solución buffer Tris-HCl 100 mM pH 8 y EDTA durante 5 

min a 37°C. Se realizará cuenta de una alícuota de la suspensión celular en cámara de 

Neubauer mediante el método de exclusión de azul de tripano. 

6. Cuantificación de la infectividad viral o Ensayo de unidades formadoras de placa 

(PFU, del inglés Plaque-Forming Units). Los títulos de los virus purificados se 

determinarán en las células ensayadas. Las suspensiones se diluirán 1:10, 

comenzando con 10 µL de suspensión y 90 µL de medio. Las células se crecerán hasta 

que estén confluentes en placas de seis pozos, usando tres pozos para cada dilución. 

Tres pozos serán usados como blanco. El medio será removido de cada pozo y se 

añadirá 100 µL de medio conteniendo diluciones seriadas del virus. Las placas se 

incubarán a 37°C durante 1 h agitándolas suavemente cada 15 min. Se eliminará la 

suspensión viral de cada pozo y se cubrirán con 3 mL de agar al 1% con antibiótico-

antimicótico 1X. Las placas se invertirán para su incubación a 37°C/ 8 días, hasta que 

las placas de lisis aparezcan. Posterior a los ochos días, cada pozo de teñirán con 1 mL 

de cristal violeta por 12 h. Al día siguiente, se retirará el agar y se contará el número de 

placas formadas. Así, el número de placas formadas se multiplicará por la dilución de la 

suspensión viral y dará PFU/100 µL de inóculo usado. El resultado se multiplicará por 

10 para expresar PFU/mL. 

7. Cosechar cultivos. Después del tiempo de incubación establecido, los stocks se 

centrifugarán durante 15 min a 10 000g, luego el sobrenadante se dividirá en alícuotas 

y se conservará a -70°C hasta su utilización. 

8. Extracción de RNA. Al finalizar el periodo de incubación, se empleará la extracción del 

RNA por el método basado en la extracción por tioisocianato de guanidina: Trizol ®, 

Invitrogen, siguiendo el protocolo del fabricante. El RNA se suspenderá en agua libre 

de RNasa. Se cuantificará la concentración con el uso del espectrofotómetro NanoDrop, 

Thermo Scientific. Se utilizará la enzima tripticasa reversa para obtener cDNA, se 

incubará a 37°C/ 1 h, enseguida se inactivará con una incubación a 85°C. 

9. Estandarización de la técnica de amplificación en tiempo real (qPCR), para la 

expresión de proteínas virales, en infección aguda y en las biopsias de los pacientes.  

10. Estandarización de la detección de las proteínas virales con anticuerpos por la 

técnica molecular de Western blot. Esta técnica nos permitirá detectar los niveles de 

expresión de las proteínas de Ad-36, mediante la electroforesis en gel de poliacrilamida 

(SDS), transferencia a nitrocelulosa, marcaje con anticuerpos específicos y posterior 

detección de los anticuerpos que nos revelarán la proteína de interés. 

11. Comparación de la expresión de las proteínas virales en infección aguda y en las 

biopsias de los pacientes, mediante la prueba estadística t-Student 

 

 

 



CONCLUSIONES 

 

Ad36 no incrementa el ingreso de calorías (orexigénico) es más puede facilitar la pérdida 

de peso cuando se realizan intervenciones dietéticas conductuales, facilitando la pérdida 

de peso en individuos seropositivos, un gen viral expresado temprano durante la infección 

por Ad36, ha sido confirmado por experimentos in vitro e in vivo como responsable de este 

aumento en el transporte de glucosa. Además, E4orf1 reduce la necesidad de insulina 

endógena, a eso se le llama “efecto ahorrador de la insulina” 

El aclaramiento mejorado de la glucosa por E4orf1 reduce indirectamente el estímulo a la 

liberación de insulina por las células beta pancreáticas reduce la producción de glucosa 

hepática para el efecto adipogénico relaciona el aumento en la captación de glucosa por el 

incremento en la exportación de los transportadores GLUT4, puede producir un ARN de 

horquilla corta que silencia la proteína de unión a ácidos grasos en adipocito. 

La activación de E4-ORF1 de PI3K en adipocitos recapitula la regulación de la insulina de 

FoxO1 pero no la regulación de Glut4. Este desacoplamiento de los efectos de PI3K ocurre 

a pesar de que E4-ORF1 activa PI3K y señaliza aguas abajo a los niveles alcanzados por 

la insulina. Aunque E4-ORF1 no recapitula completamente los efectos de la insulina sobre 

Glut4, mejora la inserción estimulada por insulina de vesículas que contienen Glut4 en la 

membrana plasmática independientemente de Rab10, un regulador clave del tráfico de 

Glut4. E4-ORF1 también estimula la translocación de la membrana plasmática del 

transportador de glucosa Glut1 expresado de manera ubicua, un efecto que probablemente 

es esencial para que E4-ORF1 promueva un metabolismo anabólico en una amplia gama 

de tipos de células Chaudhary CREBP. 
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