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RESUMEN

El virus de la leucosis bovina (BLV) es un retrovirus tipo C que infecta
principalmente al ganado lechero adulto mayor de 2 afios, en menor proporcion
al ganado de carne y en forma experimental a ovejas y conejos, BLV presenta
mucha similitud con el virus linfotrdpico de c€lulas T humano { HILV ). La
similitud se refleja principalmente en la organizacion genética, replicacion viral,
infeccion y patologia, lo cual lo hace un excelente modelo de estudio para las
infecciones retrovirales que son hoy en dia una de las principales plagas que
afectan a la poblacion. Continuamente se estan buscando diferentes modelos
animales que nos permitan mejorar las estrategias profilicticas y terapéuticas de
estas infecciones retrovirales las cuales son asociadas con alferaciones
neoplasicas y disfuncion del sistema inmune. En este trabajo utilizamos
elementos antisentido que traten de bloquear la expresion de los genes virales y
como consecuencia la produccidon de particulas virales, los elementos antisentido
son una buena herramienta que hoy en dia van en ascenso y que reprime la
expresion de una secuencia especifica basada principalmente en el aparcamiento
de bases del modelo de Watson y Crick, sin embargo los elementos antisentidos
son muy sensibles a la accion de nucleasas que se encuentran en el citoplasma
celular o en el suero del medio de cultivo o de los animales, por 1o que se han
buscado mejores estrategias de ftransporte y proteccién, se estan usando
ampliamente liposomas como vehiculo de transporte de oligonucleotidos
antisentido o DNA plasmidico y elementos policationicos como las poliaminas

que empaquetan el dcido nucleico protegiéndolo de la degradacidn por nucleasas.



En este trabajo se construyeron 2 formulaciones de inmuﬁoliposomas con
anticuerpos anti-Gp31 para dirigirlas especificamente hacia las células blanco
que estan infectadas, los iInmunoliposomas demostraron tener mas capacidad de
transformacion con el plismido pSVP-galoctosidasa que los liposomas que no se
le acoplaron anticuerpos. Los inmunoliposomas constituidos de fosfatidilcolina,
acido fosfatidico y colesterol en una relacién molar 5:4:1 fueron mas efectivos en
la transformacidn que los inmunoliposomas construidos con fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina y colesterol en una relacidn molar 6:2:2. Los asRNA
construidos por transcrip¢ion “in vitro” bajo el promotor de T7 polimerasa y
empaquetados en liposomas produjeron una inhibicidn del 16 % con los RNA
antisentidos del gen pol y un 13 % con los antisentidos para la region pX , sin
embargo el porcentaje de inhibicion se incrementd al transfectar las células con
las construcciones pVHP y pVA que contienen la secuencia para ¢l gen pol y
para la region pX en direccion antisentido bajo el control del promotor de
citomegalovirus en la estructura del plasmido pcDNA3J, estos fueron
transfectados por el método de cloruro de calcio y con inmunoliposomas, la
inhibicion de la actividad de la trascriptasa reversa para pVHP fue de 23.3 % por
el método de CaCl, y de 29.5 por inmuneliposomas, para pVA fue de 43.6% por
CaCl; y 49% por inmunoliposomas, por lo tanto los RNA antisentidos
producidos por la célula son mas efectivas para inhibir la expresion viral que los
RNA producidos “in vitro™, y las RNA dirigidos contra la region pX fueron mas
efectivos que los dirigidos sobre la regidn pol, En este trabajo tuvimos buenos
niveles de transfeccion en un sistema con caracteristcas que permiliran su
aplicacion ‘in viva’ con bajos nmiveles de toxicidad, debido a que nasotros
queremcs observar €l efecto de los inmunoliposomas sin potencializadores de la

transfeccion.



INTRODUCCION

El cincer y las alteraciones inmunocldgicas son ocasionadas por
miiltiples factores, los agentes virales juegan un papel importante en una gran
cantidad de estas alteraciones, principalmente los miembros de la familia
retroviridae, que se caracterizan por poseer la enzima transcriptasa reversa y
un RNA gendmico que constituye los 1dcus genéticos LTR-gag-pol-env-LTR,
la ubicacidén y el numero de genes de regulacion asi como la presencia o
ausencia de oncogenes virales dependen del retrovirus que se trate. En la
mayoria de los retrovirus que conducen a neoplasias (oncovirus), su
potencial oncoldgico se deriva de la expresion de los oncogenes virales a de
la alteracion de genes celulares por la insercion del genoma viral entre estos,
sin embargo los retrovirus que conducen a leucemias/linfomas después de un
largo periodo latente presentan un modo diferente de transformacion por la
accion de productos de genes reguladores del virus sobre genes celulares. Por
otra parte los retrovirus que producen inmunosupresidn involucran una
accion directa de las células linfoides y macréfagos, por otra parte la
formacidn de complejos inmunes que inducen a fendmenos citocidas y de

autoinmunidad.

En los Gltimos 15 afios ha sido posible poner de manifiesto en humanos
a un grupo de retrovirus exogenos T linfotrdpicos ( HIV y HTLV-III ), las
patologias relacionadas contra estos virus son uno de los principales
prablemas de salud en el mundo. En 198¢ fue aislado el primer retrovirus

humano denominado Virus Linfotropico T Humano ( HTLV-I ) por Poieaz y



col. de un paciente con linfoma cutineo de células T, esta neoplasia se
caracteriza por producir una proliferacion no controlada de células T, no es
una pandemia, sin embargo se encuentran dreas de alta endemicidad para el
virus en Japdn, Affica, el Caribe y SudAmérica. En 1983 el grupo de
Montagnier aislé el HIV { Virus de la Inmunodeficiencia Humana)} de un
paciente con SIDA cuyas siglas significan Sindrome d¢ Inmuno Deficiencia
Adquirida, 1a cual es una pandemia considerada como la mayor plaga de la

segunda mitad del siglo XX,

Estos dos grupos de retrovirus apesar de pertenecer a dos subfamilias
diferentes ( HTLV-I/II a la subfamilia Oncovirinae y HIV a la sobfamilia
Lentivirinae ) tienen muchas caracteristicas en comuin como es el tropismo
por los receptores CD4 de los linfocitos T, una organizacion muy similar
( aunque la secuencia nucleotidica presenta homologia distante ), ademas
presentan rutas comunes de transmisidon como es el contacto sexual,
transfusion sanguinea, contacto directo a torrente sanguineo con agujas

contaminadas y equipo terapeldtico que acarrea linfocitos contaminados.

Se han realizado grandes esfuerzos en el control de los virus y
tratamiento de enfermedades asociadas a estos. La mayoria de los
tratamientos virales estan dirigidos contra la Trascriptasa Reversa ( R-T )
que tiene como funcién principal converfir el genoma RNA viral a DNA
para la integracidn permanente del provirus en el genoma de las células
infectadas. Se han utilizado algunos compuestos quimicos como ¢l AZT
(azidotimidina) y dideoxinozina que interrumpen el ciclo viral sin embargo

tienen un alto costo y efectos colaterales importantes, también se han



utilizado elementos antisentidos como los oligonucledtidos y RNA que

bloquean la transcripeién y traduccion del gen pol.

La necesidad de modelos de estudio para el sida, cancer e infecciones
retrovirales en general,‘han llevado en la dltima década a diversos grupos de
investigadores al aislamiento de lentivirus y oncovirus en varias especies
animales, los cuales han sido considerados como agentes causales de
sindromes de la inmunodeficiencia adquirida semejante a sida y leucemias
linfomas .

Estas especies animales representan un 1til modelo para el
entendimiento de los mecanismos de infeccion y alteraciones patoldgicas, sin
embargo la utilidad mas importante de estos modelos es el desarrollo de
métodos  profilacticos, terapia antiviral y la creacion de vacunas que
pretenden resolver el grave problema de salud piblica que representan los
retrovirus en [a actualidad.

BLV comparte numerosas caracteristicas patolégicas, estructura génica
y estrategias de expresion a HTLV-1/Il, ademas ambos ( junto con Virus
linfotropico de células T de simio. STLV ) poseen una caracteristica unica
que los distingue de los otros retrovirus, el gen pX, sin embargo se diferencia
por su rango de huésped con respecto a la especie y las células que infectan,
HTLV-I/I son asociados a leucemias/linfomas de células T humanas mientras
que BLV esta asociado a leucemias/linfomas de las células B de bovinos.

En este trabajo nosotros pretendemos utilizar el virus de la leucosis
bovina ( BLV ) como modelo para el estudio de la inhibicion de la

transcripcion de la R-T y la region reguladora pX ( transactivadora)



ANTECEDENTES
L-EPIDEMIOLOGIA

La leucosis bovina enzodtica es una enfermedad linfoproliferativa
persistente causada por ¢l Virus de la Leucosis Bovina ( BLV ) un retrovirus
morfolégicamente similar a los virus tipo C causantes de leucemias en otras
especies ( 66 ). El virus causante de esta enfermedad esta agrupado en la
familia Oncovirinae ya que posee caracteristicas genéticas, morfologicas y
patologicas similares a otros virus de este grupo ( 67, 68 ). Afecta
principalmente al ganado lechero de 4 a 8 afios de edad y en menor
proporcion al ganado productor de carne y en forma experimental a ovejas y

cabras (26, 35), causando la neoplasia mas maﬁgna del ganado bovino ( 74 ).

BLV fue aislado e identificado en 1969 por JM. Miller y
colaboradores, a partir de vacas con linfosarcoma y confirmado y estudiado
posteriormente por otros grupos de investigadores lo que origind el

desarrollo de técnicas serologicas y virologicas sensibles y especificas ( 67 ).

De todos los animales infectados unicamente una pequefia fraccion
{ menos del 10 % ) desarrolla linfosarcoma y el resto de los animales se
mantiene como portadores asintométicos 0 desarrollan una linfocitosis
persistente (PL) (74 ), que es considerada por algunos autores como una
etapa preleucémica ( 20, 39 ) que da inicio a una respuesta linfoproliferativa,
sin embargo muchos animales PL nunca desarrollan neoplasias, por lo que es

considerada en general como una respuesta benigna de la infeccidn ( 74 ).



Fuertes evidencias sugieren que el desarrollo de linfosarcoma y/o PL
dependen de la constitucion genética del hospedero (40 ).

La enfermedad se encuentra ampliamente distribuida en la poblacidn
de ganado bovino en Estados Unidos, Japon, Gran Bretafia, Venezuela,
Italia, Francia y otros ( 8, 24 ).

En los Estados Unidos de Norteamérica, a 1o menos 20 % de la
poblacion adulta lechera son positivos a BLV, llegando a ser en algunas
regiones economicamente muy importante ya que hay hatos con prevalencia
de hasta un 90 %. En México se han realizado pocos estudios sobre la
incidencia de la enfermedad sin embargo estos indican una prevalencia
similar a la de otros paises tanto en ganado lechero como en ganado de came
En el noreste de la Reptblica Mexicana hemos encontrado una prevalencia
de 16.30 % en ganado lechero mayor de 2 afios y 1.95 % en ganado de carme
mayor de 2 afios, sin embargo hemos encontrado hatos lecheros con una

seroprevalencia de hasta 69.84 % (95).

Transmisién: las pruebas seroepidemiologicas seflalan que la
transmisién es tanto vertical como horizontal muy semejante a las vias
utilizadas por los retrovirus humanos ( HTLV-III y HIV ), la transmisian de
BLV al ganado es através de linfocitos infectados de un anmimal a ofro
principalmente por el uso de material contaminado con sangre de animales

positivos, en el manejo del hato y por transmision sexual ( 34, 62, 63 ).

Diagndstico: el diagndstico es establecido mediante exdmenes clinicos,
hematoldgicos, necrdpsicos, seroldgicos y moleculares. La mayoria de las

técnicas empleadas hoy en dia se basan en la deteccion de anticuerpos



especificos contra el virus, la prueba de inmunodifusion en aga;' gel (IDAG )
es la prueba oficial aprobada por el Consejo de la Comunidad Europea para
la deteccidén y el control de BLV . Hasta fechas recientes, los antigenos
usados en la deteccion de BLV por la prueba de IDAG eran el antigeno dual
( Gp3ly p24 ) y p24, sin embargo el antigeno Gp5lconcentrado y purificado
apartir de lineas celulares infectadas con BLV ha demostrado tener una
mayor sensibilidad ( 6, 18, 20, 26, 40, 52 ). Los métodos estandar para el
diagndstico de las infecciones retrovirales como es la serologia, cultivo de
células, microscopia electronica y la hibridacion carecen de sensibilidad en
las fases tempranas de la enfermedad, sin embargo con la técnica de reaccién
en cadena de Ia polimerasa ( PCR ) es posible detectar una sola célula

infectada (56, 80).

Como se mencioné anteriormente el virus de la leucosis bovina (BLV)
es el agente etiologico de la forma denominada leucosis enzodtica bovina
caracterizada por una linfocitosis persistente y el desarrollo de linfomas de
células B después de un cierto periodo de latencia, sin embargo
recientemente se ha encomtrado el provirus integrado en subpoblaciones de
linfocitos T ( T cooperadores y T citotoxicos/supresores ) quizd en ellos se
presenta un fenomeno similar al que presenta el gen pX de HTLV-I
incrementdndo  la actividad de algunas linfocinas { R-IL2 ) que son
involucradas en la regulacion de la proliferacion linfocitica conduciendo a

un proceso leucemogenico ( 82 ).



El BLV es un retrovirus exdgeno, ya que los estudios de hibridacién
han demostrado que secuencias de DNA proviral sc encuentran en los tejidos

tumorales y no son detectados en DNA de bovinos normales ( 26 ).

El virus de la leucosis bovina y el virus linfotropico T humano
( HTLV-III ) y de simio { STLV-I ) comparten numerosas caracteristicas de
infeccion, patolagia, asi como una estructura genética similar y una estrategia
comin de expresion génica, ademas poseen el gen pX ¢omo una caracteristica
distintiva de los otros retrovirus, se integran fortuitamente en ¢l genoma del
hospedero, no poseen oncogenes pero sus productos por si mismos conducen

a malignidad después de un largo periodo de latencia (44 ).

En infecciones persistentes el virus es recuperado de células
mononucleares de sangre periférica después de que ha sido cultivado durante
un periodo corto en presencia de ciertos mitdgenos que estimulan la
produccion de particulas virales ( 9, 44, 53 ), sin embargo los estudios de
hibridacion molecular fracasan para detectar el RNA viral de los linfocitos
infectados antes de cultivo por lo tanto el virus no es expresado en mveles
detectables "in vive" ( 40 ), ademas anticuerpos contra proteinas de BLV y
proteinas virales se encuentran en cantidades pequefias en circulacion no
detectables por métodos convencionales. Por la técnica de reaccidn en
cadena de la polimerasa en productos de la transcriptasa inversa (RT-PCR)
se han abservado distintos patrones de transcripcion de BLV en diferentes
estados de la enfermedad, el RNA mensajero completo y el gen ENV son
encontrados en portadores asintomaticos y disminuyen en animales PL,

mientras que el gen TAX/PX se encuenira en altos niveles en los tres estados



de la enfermedad por lo que estos resultados sugieren que "in vivo" el
genoma de BLV es reprimido en sus niveles de transcripcion para proteinas
estructurales ( 39 ). Gupta et al en 1984 aislaron y caracterizaron una proteina
de 150 Kd, no inmunoglobulina capaz de controlar la transcripcion del virus,
limitando la produccion de particulas virales (31) y recientemente se ha
encontrado que este factor afecta principalmente la expresidn de los genes
pol y pX en las células FLK-BLY, ésta se encontrd presente unicamente en €l
plasma ( y no en el suero ) de animales seropositivas, posteriormente fue
encontrado en pacientes positivos al virus HTLV-I ( 88). El factor ha sido
denominado factor del plasma que bloquea a BLV, detectado en la mayoria
de los animales positivos pero no en los animales seronegativos, y no protege

contra otros virus bovinos { 94 ).
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IL.- CARACTERISTICAS DELVIRUS

Los retrovirus poseen un genoma diploide de RNA de polaridad
positiva, ademas de la transcriptasa reversa la cual permite la sintesis del
DNA viral que se integra al DNA cromosomal del hospedero, perpetuandose

asi mientras viva la célula afectada.

BLV esta compuesto por una bicapa lipidica que contiene dos
glicoproteinas incrustradas, Gp51 y Gp30 que juegan un papel importante en
la infectividad del huésped. El core esta constituido por proteinas altamente
bésicas P24, P15 y P12, dentro del core se encuentra la transcriptasa reversa
que tiene un requerimiento absoluto de Mg y el RNA genomico (Fig.1)

(73).

FIGURA 1.- Estructura del virus de la leucosis bovina.

P24
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El RNA viral esta constituido por 8,714 nucledtidos formado por los
siguientes locus geneticos ( 18 ): JLTR-gag-prot-pol-env-px-3LTR (Fig.2)

FIGURA 2. Mapa de BLV Belgian

LTR Gag Pol Px LTR
-—__Pmt — ] Env —_
[ | .|

Los LTR ( Long Terminal Repeat ) estan constituidos por 530 pb (pares
de bases) y flanqueados por 6 pb repetidos de DNA celular, poseen las
regiones U3--R--U5, La regidn U3’ contiene los promotores transcripcionales
CAT ( CCAACT ) la caja TATA ( GATAAAT ) y las secuencias enhancer que
estan constituidas de 3 unidades repetidas de 21 pares de bases y se localizan
entre 148 y 123 bases rio arriba del sitio de inicio del RNA, son muy
similares con respecto a la secuencia nucleotidica y arreglo especial a los
elementos arreglados en los L7R de los HTLV-1 ( 72 ) y presenta homolagia
a otros genes celulares ( NFKB ). Ademads posee el sitio Cap vy el sitio para la
sefial de poly-A, en la region R se encuentra una estructura plegada de 260 pb
denominada elemento responsable de REV que separa el sitio de la sefial poly

A, ésta ultima se encuentra localizada en la region U5’ Inmediatamente
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después de LTR §' hay una pequeiia secuencia de 18 pb que contiene un sitio
de union para la RNAtPTO que sirve como “primer” para la transcripcién
reversa de BLV | En el otro extremo el LTR tiene un fragmento de polipurina
que sirve para la sintesis de RNA.,

Los LTR juegan un papel importante en la integracion del DNA
viral, en la replicacién y en la transcrpcion asi como en los procesos de
transformacion celular cuyas acciones son ejercidas por los elementos
promotores y enhancer que incrementan la eficiencia transcripcional de genes
virales y celulares. Estos tienen una homologia de mas de 50 % a HTLV-I en
la region R indicando una relacion evolutiva, probablemente €sta estructura

esta involucrada en las caracteristicas bioldgicas similares entre los dos

virus ( 17, 18, 19, 72).

El gen gag estd constituido por 1,179 nucledtidos y codifica para las
proteinas internas del core, sintetiza un solo precursor con un P.M. de 45 kd,
el orden de las proteinas dentro del precursor es NH2-p24-pl5- pl12-COOH.
Las p15 y p24 de 190 y 215 aminoacidos respectivamente son las proteinas
que constituyen el core y la pl2 de 69 aminoacidos se une al acido nucleico

viral, ésta tiene secuencias duplicadas de cisteina (94).

El gen de la proteasa viral se extiende a partir del nucleotido 1,548 al
2,132  iniciando 49 nucledtidos rio arriba hacia el gen gag, presenta
homologia con el gen de la proteasa murina y puede ser clasificada como una
proteinasa aspartica puesto que es similar a un dominio de la proteinasa

aspértica, es muy probable que la proteasa viral sea una proteina dimérica
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que actua en los procesos de ensamblamiento viral que son requeridos para

la infeccioén ( 73 ).

El gen pol codifica el precursor que da origen a la transcriptasa
reversa, una poliproteina de 852 aminoacidos que contiene determinantes
del gen gag y gen pol, traslapandose en 500 pb con el gen gag, ( posicion
2317-4875), éste precursor es de 95 Kd dando origen a a la transcriptasa
reversa de 70 Kd y a una endonucleasa de 32 Kd, el gen pol es el mis
conservado de los tres genes retrovirales, la homologia en los aminoacidos de
la porcidn carboxilo terminal entre BLY y HTLV es aproximadamente de
45 % ( 68 ). '

El gen env s¢ extiende del nucledtido 4,820 al 6,368 y codifica para
515 aminoacidos que dan origen a dos proteinas de envoltura glicosiladas la
GpSl ylaGp30( 73 ).

La Gp51 es una glicoproteina de superficie que contiene 8 sitios
parcialmente glicosilados y es ampliamente utilizada en las pruebas
serologicas ( 52, 53). La Gp30 es una glicoproteina transmembranal que
contiene dos sitios hidrofébicos y dos secuencias altamente glicosiladas
(73).

El gen pX esta localizado entre el gen env y el 3' LTR y codifica dos
proteinas que regulan la expresion viral, una de 38 Kd (Tax) transactivadora,
que activa los promotores virales y celulares, y una de 18 Kd (Rev) que
estabiliza el RNA mensajero viral, esta ¢s una fosfoproteina nuclear. Estas

proteinas reguladoras de trans-activacion provienen de un transcrito por un
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proceso de maduracion doble ( 51 ). Se ha dcfnostrado por PCR,
transcripcion constante de fax y rev "in vivo" en bovinos y ovinos
asintométicos y con neoplasias linfociticas infectados con el virus, Estos
genes son muy similares en BLV y HTLV por lo que BLV se puede usar
como modelo para ¢l entendinuento de la expresidn y los efectos
transcripcionales en promotores virales y celulares inducidos por HTLV
(69,72 ,73,74).

Los bajos niveles de expresidon de los genes estructurales y de regulacion
génica puede ser una estrategia del virus para evadir la wvigilancia
inmunologica y mantenerse en forma persistente y en bajos niveles de

infeccion.

IIL- TRANSCRIPTASA REVERSA (R-T)

La Trascriptasa reversa es una enzima multifuncional, DNA polimerasa
dependiente de RNA o DNA y posee actividad RNasa H, emplea RNA o
DNA como templete produciendo hibridos RNA-DNA o praductos duplex
DNA, la actividad RNAsa H es requerida para la degradacion del templete
de RNA, removiendo el RNA polipurina positivo y el RNAt por corte

endonucleotidico (42).

La R-T en BLV o HTLV-I es una proteina poco estudiada sin
embargo, el gen pol es altamente conservado en la mayoria de los retrovirus

por lo que podriamos pensar que la mayoria de las R-T son muy similares
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.Una de las R-T maés estudiadas es la del virus de HIV, es un heterodimero
inicialmente procesado del producto gen pol como un polipéptido de 66 Kd
que contiene los dominios pol y RNAsa H , constituido por las subunidades
po6 y pS1, lap51 es una versidn truncada en la porcion carboxilo terminal de
la p66 producida por la accidn de la proteasa viral que divide entre los
aminoicidos 440 y 441, el heterodimero p66 y p51 tiene (nicamente un sitio

pol, un sitio RNasa y un sitio de umion a RNAt.

En HIV la RT cataliza la sintesis de RNA iniciando en el RNA tLys
que se encuentra en el extremo 3' parcialmente desplegado y forma 18 pares

de bases de diplex con el sitio de union del iniciador (primer) del RNA viral,
mientras que en HIV la transcriptasa reversa requiere RNAtLYS, la de
HTLV-I requiere RNAtTre, 1a de BLV requiere RNA tPf0 y [a de E. coli
requiere un RNAtGIn (42 72).

Descripcion de la estructura de RT.- La subunidad p66 esta constituida
por 5 subdominios plegados separados, que tienen cierto parecido anatémico
a la mano derecha, 1a RNasa H y 4 subdominios de pol que son dedos, palma,
pulgar y coneccion, estas cuatro subunidades, la palma y la coneccion estan
constituidas de 5 hojas B y 2 hélices alfa, el pulgar es constituido
principalmente por un paquete de 4 helices aparentemente de péptidos no
relacionadas que incluye dimeros de la proteina ROP la cual se une al RNA,
el dominio que constituye los dedos contiene una mezcla de hojas By 3 alfa
hélice. La conformacidn de pSl es diferente a la de p66. El heterodimero de

HIV presenta una depresion que corre entre el sitio active de la RNasa H en
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la parte inferior derecha donde se localizan los iones metilicos divalentes y
el sitio activo de pol en 1a superficie superior izquierda donde se localiza la
aspargina 185 y 186. En esta depresion es donde se realiza la sintesis de
DNA usando como copia el RNA viral, en este proceso ¢l RNA templete es
degradado por la RNasa H de 16 a 18 nucleétidos tio abajo de la sintesis, asi
la sintesis del producto duplex RINA-DNA la cual es presumiblemente
deformada, puede ser conducida entre los dos sitios activos con el extremo
3' del templete contactando con los metales divalentes de la RNasa H y el
extremo 3' de la hebra "primer" cerca de la secuencia DD. Posiblemente el
papel de la pS1 es de unir el RNAt al complejo para que se lleve acabo la
sintesis de DNA (42 ).

La especificidad del sustrato puede ser modificada por cambio del ion

divalente magnesio ( Mg, ) por manganeso ( an ) como es el caso del virus
de 1a mieloblastosis aviar (AMV) y el del HIV que en presencia de Mn,, un
cation que permnite a Ja polimerasa adicionar ribonucledtidos a un iniciador
en una reaccion dependiente de templete, estos cambios inducidos pueden

explicar la incorporacion de ribonucledtidos en vez de desaxiribonucléatidos

en otros virus como el virus del sarcoma murino ( 46 ).

La RNA palimerasa ha sido utilizada como blanco por la mayoria de
las drogas antivirales tratando de inhibir la replicacion viral, en la mayoria de
los casos los inhibidores de R-T son nucledsidos andlogos que son
convertidos a trifosfatos por las enzimas celulares y que actiian como

terminadores de la cadena,, El AZT ( nucledsido andlogo de la
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azidotimidina ), y otras drogas antivirales presentan un impacto positivo en
la calidad de vida y superviviencia del paciente infectado con HIV aunque
¢éste compuesto presenta beneficios, muchos pacientes resultan intolerantes a
la droga después de una terapia prolongada y sufren deterioro clinico (95),
Ademas se ha observado en estos pacientes con terapia prolongada
mutaciones en €l gen pol del virus que le permite ser resistente a la droga . Se
han utilizado otras drogas antivirales como las dipiridodiazepinonas (23),
dideoxinozina (did) (58), K-3JHPA-23 y K2-suramin (32) con efectos
similares al AZT (96).

En la actualidad se estan realizando grandes esfuerzos para el contral y
terapia de las enfermedades retrovirales, uno de los objetivos para el control
es bloquear los procesos de produccion y ensamblamiento viral utilizando
oligonucleotidos andlogos o elementos antisentidos dingides principalmente

contra la transcriptasa reversa ( 4 ).

IV.- ELEMENTOS ANTISENTIDOS

Basado en la especificidad del apareamiento de bases del modelo de
Watson y Crick se ha intentado usar elementos anfisentidos ( RNA y
oliganucledtidos ) en la terapia de enfermedades humanas. La utilizacién de
estos elementos antisentidos en la farmacoterapia es una herramienta
completamente nueva que se encuentra en los pasos preliminares y esta

siendo utilizada ampliamente “in vitro” como inhibidor de la sobre-
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expresion de oncogenes celulares, (73, 92 ) en alteraciones neoplasicas y en
el control de la expresion de los virus como citomegalovirus ( 5 ), herpes

simple ( 10 ), encefalitis ( 63 ) y hepatitis B ( 64 ).

A).- RNA ANTISENTIDO

El RNA antisentido, es una copia complementaria al gen o a un
fragmento del gen que se desea reprimir, su administracién actiia bloqueando
los procesos de maduracion y de traduccién del RNA mensajero. En las
aplicaciones biolégicas y terapéuticas de los 4cidos nuclefcos antisentidos
es necesario identificar el sitio especifico de las regiones blanco del RNAm
celular o viral, lo cual puede ser auxiliado con un analisis computacional
(78 ). Una forma de seleccidon de los RNA antisentidos es através de un
método de hibridacion ripida, €l grado de formacién de la doble cadena
hibrida entre el RNA antisentido y el RNA complementario “in vitro” se

correlaciona con la eficiencia del RNA antisentido “in vivo” { 70 ).

Los RNA antisentidos han sido utilizados principalmente en el
bloqueo de la transcripcidn del HIV, en los genes Tat y R-T. Sczakiel y col.
observaron la inhibicion de la replicacion de HIV con una expresion
intracelular estable de un RNA antisentido en la linea celular Jurkat ( linea
de células T linfoides ) dirigidos sobre los genes fat y rev, logrando una
inhibicion del 97 % durante las 2 primeras semanas post-infeccion (77).

Mientras que Tuerk y col. encontraron un RNA antisentido pseudoconocido
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con alta afinidad que tiene la capacidad de inhibir la trascriptasa reversa de

HIV pero no otras polimerasas ( 88 ).

Un posible acercamiento para el control de BLV fue desarrollado por
el efecto de los RNA antisentidos para bloquear la trascripcién viral,
Borisenko y colaboradores usaron el plasmido recombinante pAGR capaz de
codificar para un RNA antisentido que tiene como blanco la region R-US5
(147- 342 nucledtidos ) de los LTR del genoma viral, éste condujo a una
efectiva inhibicion "in vitro"de la replicacion de BLV hasta de un 95 %
( 6 ). Murovska y col. observaron el efecto del RNA antisentido contra BLY
&n cultivo de células células FLK-BLV infectadas permanentemente con el
I:’:LV, ellos obtuvieron construcciones bajo el control de varios promotores
que permitieron la sintesis de RNA antisentido contra el gen pX, en las
células transfectadas, y se midieron varios parametros como actividad
trascriptasa reversa, radioinmunoensayo competitivo para p24, conteo de
particulas virales en membrana de agar y Ja tumorogenecidad en nédulos de
rata, observando una  inhibicion de la replicacién viral mayor con
antisentidos contra la region LTR y una reduccién de masa tumoral mayor
cuando se usaron antisentidos contra la region pX que contra la region LTR

(59).

B).- OLIGONUCLEOTIDOS ANTISENTIDO

Los oligonucledtidos antisentidos son una herramienta altamente

especifica para el tratamiento de las enfermedades humanas como las
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enfermedades virales y el cancer, el mecanismo ‘de accién de los
oligonucledtidos antisentido es muy similar a los RNA antisentidos que
inhiben los procesos de traduccion, maduracion y transcripcion ( 61 ). La
eficiencia de los oligos puede ser incrementada por la modificacion de estos
camo fosforotioatos, metilfosfonatos y oligonucledtidos alfa ( 45, 81 ), hay 6
criteros para obtener mejores resultados que son: 1) ficil preparacion, 2)
estabilidad en vivo, 3) capacidad de entrar a las c€lulas blanco, 4) capacidad
de ser retemdos en las células blanco, 5) capacidad de interactuar con los
blancos celulares, 6) capacidad de interactuar de manera no especifica con
otras macromoléculas (81). La autoestabilidad de los oligos es incrementada
con la formacion de una estructura plegada en el extremo 3' que incrementa
la resistencia a la degradacién por DNA polimerasa I y suero fetal bovina
(3,84).

Boiziau y col. observaron la inhibicion de la trascriptasa reversa  del
virus de la mieloblastosis aviar y el virus de la leucemia murina moloney
con un oligonucledtido antisentido que se une al RNA templete
aproximadamente a 100 nucledtidos del extremo 3' del sitio imciador, el
RNA fue truncado en el nivel del diiplex RNA por los oligos antisentidos
durante la transcripcion reversa (3). Lisziewicz-J y col. simulando las
condiciones "in vivo" de infeccién por HIV, evaluaron la eficiencia del
tratamiento con oligonucledtidos durante un tiempo prolongado logrando
bloquear la expresion del virus con oligonucledtidos dirigidos a diferentes

regiones del RNAm de R-T a una concentraciéon de 1 uM (77 ).
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Ademas de la ufilizacibn de RNA antisentidos se han utilizado
oligonucledtidos antisentido que inhiben la traduccidn del mensajero pX en
reticulocitos lisados de conejo, los oligonucledtidos dirigidos hacia el

extremo 5' de TAX reducen la traduccion del RNA en un45al 59 % (11).

V.- ADMINISTRACION DE LOS ANTISENTIDOS

En la mayoria de los trabajos realizados con RNA antisentidos se han
utilizado plasmidos que albergan a el gen que se desea reprimir bajo la
regulacion de un promotor que se localiza en sentido inverso a la expresion
normal (55), también se han utilizado retrovirus como acarreadores de
antisentido, ambos han sido introducidos en cultivo de cé€lulas con el método
de precipitacion de fosfato de calcio (50).

Los oligas pueden ser administrados *“in vive” por vias tdpicas, sin
embargo nuevos métodos estan bajo estudio. Se han realizado estudios
buscando la estabilidad de los elementos antisentidos por lo que se han
examinado los organos de animales tratados con fosforotionatos de 20 mer en
busca de la distribucidén, estabilidad, y toxicidad de los oligonucledtidos los
cuales fueron administrados por diferentes vias, encontrandose que el higada
retiene la mas alta cantidad de oligos ( 1.3-2 % del total de la inyeccidn ) en
un pico de tiempo de 10- 30 min, la administracion de los oligonucle6tidos
através de la inyeccion fue de 5mg/kg, presumiblemente se produjo

degradacion de los oligos por la accion de la 3' exonucleasa (27).
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Los liposomas han sido utilizados desde a medidados de los 70s como
un sistema de acarreadores de drogas, estan compuestos por una o mas
bicapas lipidicas concéntricas que rodean un compartimiento acuoso, en el
que atrapan drogas solubles en agua mientras que los agentes lipofilicos son
atrapados entre la bicapé lipidica (38). Las aplicaciones de los liposomas son
basados en €l hecho de que estos pueden llegar a ciertos tipos de células o
tejidos que algunas drogas o acarreadores no pueden llegar, ademas protege
contra las acciones nocivas de la droga por su lenta liberacién y protege a la
droga o acido nucleico de los mecanismos de degradacion en suero o a nivel
celular, los liposomas son clasificados de acuerdo al tamafio, nimero de
bicapas concéntricas y composicion lipidica. - |
-Vesiculas multilaminares (MLV). Estan constituidas por varias capas
concéntricas de lipidos y su tamafio oscila entre los 500-3000 nm con un
coeficiente de encapsulamiento del 2 al 50 % .

-Vesiculas unilamelares grandes ( LUM). Son vesiculas unilamelares con un
rango de 200 a 1000 nm de diamefro, y tiene una capacidad de
encapsulamiento de mas del 50 %, estos son formados a partir de los MLV
por extrucciones repetidas en filtros de policarbonato

-Vesiculas unilamelares pequefias (SUM) Tienen un diametro de 30 nm y se
obtienen por sonicacion , sin embargo su diametro pequefio lo hace
inpractico para encapsular drogas polares.

Los liposomas conteniendo andlogos de
distearoylfosfotidiletanolamina son endocitados por linfocitos y fagocitos,
con ésta formulacién se encapsularon oligonucledtidos antisentido y en
direccion normal de 20 mer del extremo §' del sitio aceptor del proceso de

maduracién de HIV en una concentracion de 140 nM, inhibiéndo la
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produccion de p24 en un 84 % en linfocitos de sangre periférica infectados
con el virus silvestre, el tratamiento también redujo el antigeno
intracelular en un 71% (84) . Ropert y col. compararon la eficiencia de 2
compuestos de liposomas cuyas formulaciones fueron pH sensible y pH
insensible, los oligdmeros encapsulados en liposomas pH sensitivos fueron
mas activos que los encapsulados con liposomas pH no sensitivos,
probablemente el pH sensitivo puede evitar la degradacién de los oligos por
los lisosomas (71). Svinnarchuk y col. observaron buena actividad anti-HIV
de oligonucleotidos antisentidos conjugados con grupos lipofilicos,
estructuras lineales anfipaticas y el colesterol fueron acoplados al fosfato de
los oligonucleétidos via glicina, probablemente la conjugacién con los
grupos lipofilicos estimulan la unién de los oligonucleodtidos a la célula y los
protege de las nucleasas celulares, estos oligonucledtidos fueron dirigidos a
una secuencia conservada del gen env viral (83).

‘Nuevas modificaciones han surgido en la tecnologia de los liposomas,
han sido modificados ciertos grupos en los lipidos por inclusion de cargas
negativas para incrementar la eficiencia de encapsulamiento y prolongar su
estancia “in vivo” (25). Los liposomas mas ampliamente utilizados en la
transfeccion de DNA en cultivo de c€lulas y en animales, son constituidos de
lipidos con carga positiva que atrapan al DNA formando un complejo
hidrofébico, con una frecuencia de transfecciéon mayor de 80% e incluso
algunos lipidos como el Dimtyldioctadecyl-ammoniun bromide (DDBA)
tienen transfecciones del 95% (91).

Con la finalidad de prolongar la estancia de los liposomas en circulacion han
sido cubiertos con altas concentraciones de polimeros hibrofobicos como el

polyetilenglicol (41), el complejo cationico pldsmido-liposomas con
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espermidina o polyetilenglicol son estable por meses a 4 °C con altos
niveles de transfeccion “in vive”. (41)

Los inmunoliposomas han permitido la aplicacidn de los liposomas
como herramienta diagndstica o un excelente indicador de direccion de las
células blanco. El acoplamiento de los ligandos a los liposomas se realizan
por modificaciones quimicas con N-hidroxilsuccinimidyl-3-(2-piridildithio)-
propionato ( SPDP) el cual se reduce a 3-(2-piridildithio)-propionato (PDP)
derivando la proteina-PDP que subsecuentemente es reducida a proteina-SH
con ditiotritol y este mismo procedimiento se realiza con la
fosfatidyletanolamina (FE) para formar FE-PDP, lo cual permite el
acoplarmuento de la proteina -SH. Otras formas de acoplamiento es por la
accion del glutaraldehido y absorcion directa (76). Por el método de
sunicacion la IgG puede unir de un 4 a un 40 % a los fosfolipidos , la [gG
humana y de ratéon son las inmunoglobulinas que se unen en mayor
proporcion 35% y 32 % respectivamente (36). Weisman et.al observaron
que liposomas cubiertas con inmunoglobulinas son mas eficientes para el
transporte de enzimas que los que no estan cubiertos en una orden de

magnitud en células deficientes de lisosomas (89).
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ORIGEN DE LOS REACTIVOS
SIGMA CHEMICAL COMPANY,- Agarosa, 4cido etilen-diamino-tetra-

acético, azul de coomassie, acrilamida, albiamina de huevo, alfa-D-
manosidasa, bicarbonate de sodio, bromuro de etidio, cloruro de sodio,
conjugado anti-lgG de bovino-peroxidasa, diaminobenzidina,
dimetilsulfoxido, dietilpirocarbonato, duadecil-sulfato de sodio, fenol-folin-
ciocalteu, fenol, ficoll-histopaque, glicina, lactoalbimina, medio esencial
minimo, NP-40, penicilina, proteina A sepharosa, proteinasa K, rojo ponceau,
RPMI-1640, sulfata de estreptomicina, sulfato de amonio, tris-HCI, tween-
20, tf1-DNA-polimerasa, UREA. |

LABORATORIOS PISA, S.A. DE C.V..-Heparina sodica.
BOERHRINGER MANNHEIM Kit deTranscripcién , Kit de Transcriptasa
Reversa

PRODUCTOS QUIMICOS MONTERREY, S.A..- Acido acético, Acido
cloridrico, cloroformo, etanol, formaldheido, isopropanol, peréxido de
hidrdgeno, metanol.

FARMACIA .- Proteina A sefarosa, silica proteina A, sefarosa Con A.

BIOEXPORT.- Suera fetal boving.
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GIBCO BRL LIFE TECHNOLOGIES.- Ditfiotreitol, solucion

amortiguadora para transcriptasa reversa.

MATERIAL BIOLOGICO

1. La linea celular FLK-BLYV fue gentilmente donada por el Dr. M.J. Van der
Maaten del Laboratoric Nacional de Enfermedad Animal, del
Departamento de Agricultura de Ames, lowa, Estados Unidos.

2. Los plasmidos 3-12 y 5-6 fueron gentilmente donado por la DRA.
Katarin Rake de la Universidad de David California.

3. El plasmido pcDNA3 fue gentilmente donado por ¢l DR. Juan Manuel

Alcocer del laboratorio de Inmunologia y Virologia de la facultad de
Ciencias Bioldgicas de la U AN.L.
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MATERIAL Y METODOS

L- MODIFICACION Y CONSTRUCCION DE PLASMIDOS

A) TRANSFORMACION

Transformacion de la cepa DH5a de E.coli con los plasmidos originales
( 5-6, 3-12, pCDNA3, pRSPgal) plasmidos modificados para la transcripcion
“in vitro” bajo los promotores SP6 vy T7 ( 5-6.1, 3-12.A ) y los plasmidos
construidos para transcripcion “in vivo” bajo el promotor de citomegalovirus
(ALTR, VA 'y VHP).

1.- FORMACION DE BACTERIAS CALCIO COMPETENTES

Se realizd la activacion de E.coli. inoculando una “azada” en 5 ml de caldo
Luria Bertania (LB), se incubd toda la noche a 37°C con agitacion constante,
Se tomd 100 pl del tubo anterior y se inocularon en un tubo con 5 ml de
caldo LB y se incubo durante 4 horas a 37°C. Se centrifugaron 3 ml del caldo
LB en un tubo eppendorf en una microcentrifuga (eppendorf), se deshecho ¢l
sobrenadante y la pastilla se disolvié en 1.2 ml de CaCl, frio, se incubd
durante 20 minutos en hiclo y se centrifugd durante 2 minutos, se deshechd ¢l

sobrenadante y la pastilla se disolvié en 50 ul de CaCl,,.



2.- TRANSFORMACION

En un tubo eppendorf se colocaron § ul de plasmidos en solucion
amortiguadora de Tris EDTA (TE), a una concentracion de 1ug/ul y 20 pl de
bacterias calcio competentes, se incubaron en hielo 1 hora con agitacion
suave, se¢ produjo un “shock” de calor a 37°C durante 1 minuto en bafio maria,
después de esta incubacion se adicionaron 200 ul de caldo LB sin antibidtico
y se incubo a 37°C por 20 minutos. Se virti0 el contenido en 2 cajas Petri con
agar LB con antibidtico (100pug/ml de ampicilina) y se incubaron toda la

noche a 37°C, posteriormente se seleccionaron la clonas.

B) MINIPREPARACION DE PLASMIDOS

Para verificar la transformacion de E. coli se realizd la mimipreparacion de
plasmidos:

Las clonas seleccionadas se inocularon en 1.5 ml de medio LB con 100
ng/ml de ampicilina y se incubaron toda la noche a 37°C con agitacion lenta,
el medio de cultivo se centrifugd durante 2 minutos, la pastilla obtenida fue
resuspendida con 200 ul de solucion amortiguadora de tris cloruro de sodio
(TS), se adiciono 200 pl de sulucion amortiguadora de lisis ( ELT), se agitd
suavemente y se incubd durante 5 minutos a femperatura ambiente,
posterniormente s¢ incubd por 15 minutos a 70°C. La mezcla se centrifugo por
30 minutos a temperatura ambiente, se tomd el sobrenadante y se transfirio a
un tubo eppendorff, se adiciand un volumen de polietilenglicol, se agito

suavemente por inversion, se incubd la mezcla por 20 minutos y
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pusteriormente se centrifugd durante 30 minutos. Se eliming el sobrenadante

y la pastilla se resuspendid con 30 pl de solucion amortiguadora TE .

C) PRODUCCION DE PLASMIDOS A GRAN ESCALA

1) Crecimiento de bacterias.

Se transfireron 20 ml de  cultivo de bacterias transformadas que
creci0 durante toda la noche, un litro de medio LB con antibidtico se

incubd a 37°C con agitacion constante hasta alcanzar una absorbancia de

0.3-0.4 a 600 nm.

2) Lisis celular, |

Despucs de la incubacion de las 14 horas el medio de cultivo se centrifugo y
¢l paquete celular se lisé con una solucion de 0.2 mg de lisozima por ml con
agitacion suave y hielo durante 5 min., posteriormente se le adiciono EDTA
y tritén X.

D) CLONACION

1.- Corte y/o digestion de los plasmidos con enzima de restriccion.

En un tubo eppendorf se adiciond 2 pl del plasmido (1pg), 1pl de solucién
amortiguadora 10X especifico de la enzima, 1 pl de enzima y 6 ul de agua

miliQ. Se incubd la mezcla por una hora a 37°C y para verificar la digestién

se realizé un corrimiento electroforetico enun gel de agarosa analitico.
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4 - Electroforesis en gel de agarosa analitico

Se prepararon 25 ml de agarosa al 0.8% en solucion amortiguadora de tris
boratos y EDTA (TBE), se le agregd 5 pl de bromuro de etidio (10ug/ml). Se
vacio la agarosa en ¢l molde con el peine para hacer pozos con una capacidad
de 15 pl, se gelificd y se colocd el gel en la cdmara de electroforesis, se
cubrid con solucidn balanceada TBE. Se tomé 3 pl de muestra y se mezclo
con 1 pl de jugo azul 6X, se depositd la mezcla en un pozo del gel y el
corrimiento se realiz6 a 100 volts constantes por 50 minutos, €l gel se observo
en el transiluminador de luz ultravioleta y fue fotografiado.

* Gel de agarosa preparativo.- La agarosa se vacio en el molde con el peine
para un solo pozo con capacidad de 100 ul aproximadamente. Se tomaron 50-
75 pl de muestra y se mezclaron con 8-12.5 pl de azul 6X, se deposité toda la

mezcla en el pozo

2.- Purificacidn del plasmido digerido a partir de geles de agarosa

Se corrio un gel de agarosa preparativo, se cortaron las bandas del fragmento
descado de DNA del gel de agarosa y se colocaron en un tubo eppendorft,
posteriormente se le afiadié 3 volimenes de solucién “stock” de yoduro de
sodio 6 molar, el tubo se incubd por S minutos a 45-55°C, se adicioné S pl de
GLASSMILK por 5 pg de DNA o menos, se homogenizd y se incubd en
hielo por 5 minutos, la mezcla fue centrifugada a 5000 rpm por S segundos,
se desechd el sobrenadante, la pastilla fue lavada con 300 ul de NEW WASH
frio, se elimind ¢l sobrenadante y se resuspendio la pastilla en agua
bidestilada, se incubé a 55°C por 3 minutos, se centrifugd y se recupero ¢l

sobrenadante,
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**Para agarosa con TBE se adicion6 medio volumen de modificador de TBE

y 4.5 volimenes de solucion “stock™.

3.-Ligacién

El plasmido que fue digerido se puso en contacto con el fragmento génico de
interés y se circularizd por accién de la enzima ligasa que forma un enlace
fosfodiester entre el extremo 5 y 3" En un tubo eppendorff se colocé, 1ul de
solucidén amortiguadora de ligacion, 1ul de la enzima ligasa T4,4 pl de
plasmido digerido y 4 pl del fragmento a clonar en una relacion molar de 1:2,
la mezcla se incubd a 4°C durante 16 horas, después de este periodo se

inactivd la enzima a 60°C por 10 minutos.

IL.- PRODUCCION DE ANTICUERPOS

La produccion de anticuerpos se realizd en ratones Balb/C, para eso se sigui6

el siguiente esquema de inmunizacion:

A) Esquema de inmunizacion

Se administré por via intraperitoneal 0.5 ml de pristane, a los 13 dias se
administré 100 mg de GP51 con adyuvante completo, posteriormente a los 20
y 27 dias se administré 100 y 50 mg respectivamente de proteina sin
adyuvante, a los 34 dias se inocularon 10° células X-63, (esta descripcién se

muestra en la tabla No. 1), posteriormente a los 15 dias se realizé una
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prueba de ELISA dot para determinar la concentracion de anticuerpos en

fluido ascitico y finalmente se realizé la extraccion del mismo.

Tabla 1. Esquema de inmunizacidn de los ratones Balb/c para la producciaon

de anti-Gp5len fluido ascitico.

[ bIa DOSLS

0 _0-.5 mﬁe pﬁsﬁme T

13 100 pg de ag-BLV/1 vol ACF*

20 100 pg de ag-BLV i.p.
27 500 pg de ag-BLY i.p.
34 1X10 ® células X-63 i.p.
38 Cosecha de liquido ascitico i.p.

B) Purificacion de IgG

Se realizd la purificacién de IgG de fluido ascitico de ratdén y de sueros de
bovinos.

Se sangraron 9 animales seropositivos a BLV por venopuncién y se
obtuvieron 20 ml de sangre de cada uno en un tubo vacutainer, se
centrifugd la sangre y se separd ¢l suero de cada muestra, (se realizd

una prueba de inmunoadherencia para verificar seropositividad a
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BLV). Se mezclaron los sueros y la IgG fue purificada por precipitacién
de gamaglobulinas con un volumen de sulfato de amonio ({NH, }, SO,)
saturado, esta precipitacion se realiz6 3 veces, posteriormente el
paquete fue resuspendido en un décimo del volumen original con
solucién balanceada de fosfatos (PBS) y dializado por 24 horas contra
solucién de boratos ( para eliminar sulfatos ). La IgG se purificé en una
columna silica con proteina “A” sepharosa la cual fue lavada con
solucién A ( ver apéndice A ) para eliminar proteinas inespecificas y

eluida con solucién B ( figura No. 2 ). Se cuantifico la elucién obtenida

con €l método de microlowry y se guardé en congelacion hasta el

momento de su uso.

Absorbancia

Namero de alicotas (2ML)

Figura 3. Purificacién de IgG en una columna de proteina “A” sepharosa
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C) Marcaje de 1a IgG

El marcaje de los anticuerpos se realizé para observar si estos se unian a los
liposomas y si el complejo liposoma-anticuerpo llegaba a las células blanco,
se marcaron con isotiocianato de fluoresceina y Iodo radioactive. En un tubo
eppendorf se adicionafon 10 mg de anticuerpos y 5 pg de isotiocianato de
fluoresceina, la mezcla se incub6 toda la noche a 4°C, se elimind el exceso de
fluoresceina no unida a los anticuerpos através de una columna de sephadex
G-25 (Fig.3), para observar su pureza se corri6 un gel de acrilamida al 12
%, se tifio con azul de coomassie, posteriormente se observo el gel através
del transiluminador de luz ultravioleta (Fig.8).

En el marcaje con iodo radioactivo, se pi'epararon 1 mg de Iodogen
disuelto en cloroformo y se distribuyo en alicuotas de 100 pg, se dejo en una
desecadora con vacio hasta que se evapord el cloroformo y formé una
pelicula uniforme de Iodogen, posteriormente tomamos un tubo con 100 pg
de iodogen y le adicionamos 100 pl de proteina en una concentracion de 1
mg/ml y 500 pCi de I'*" se incubé 15 minutos con agitacién suave,
posteriormente  se le adicioné 0.25M de Nal en un volumen de 25 pl y se
elimind la marca que se unio a los anticuerpos, pasando la mezcla atravez de

una columna de sephadex G50 (Fig. 5.).
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II1.- TRANSCRIPCION IN VITRO

Los RNA antisentidos “pol” y “px” fueron obtenidos por transcripcion de los
genes pol y pX en los pldsmidos 5-6 y 3-12 ( figura No. 12 y 16), se usé ¢l
kit “ SP6/T7 Transcription of Boerhringer Mannheim”. Se linearizaron los
plasmidos 5-6 y 3-12 con Eco RI y HIND III respectivamente. El DNA se
incubd con una mezcla de 3 pl de ATP, GTP, UTP y CTP, 2 ul de solucién
amortiguadora 10X, 4 pl de agua tridestilada estéril y 2 pl de RNA
polimerasa T7. La mezcla se incubd 60 minutos a 37°C, el DNA fue
removido por la adicion directa de 2 ul de DNasa I libre de RNA, se incubd
por 15 minutos a 37°C, los transcritos fueron analizados por electroforesis
desnaturalizante y cuantificado en un espectrofotometro BECKMAN DU 650

a 260 mm..

IV.- PREPARACION DE LOS LIPOSOMAS

La formulacion de los liposomas fue la siguiente: fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina y colesterol en una relacion molar de 6:2:2 y fosfatidil
coling, acido fosfatidico y colesterol en una relacién molar de 5:4:1, todos los
lipidos fueron disueltos con cloroformo y posteriormente evaporados con un
flujo de nitrégeno liquido para producir la pelicula de lipidos, posteriormente
se le agregaron los antisentidos y se sometié a una agitacién vigorosa en un

vortex durante 45 minutos y s¢ obtuvieron liposomas multilamelares. Para
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producir vesiculas unilamelares de tamafio uniforme se utilizé6 un extruder
( lipex, biomembranes, Vancover, Canada ) con membranas de policarbonato
con poros de 100 nm de didmetro, los liposomas se pasaron por el extruder
por 5-10 veces bajo una presion de mitrogeno entre 200 y 500 mmHg. Una
vez obtenidos los liposomas se colocaron en viales ( a una concentracion de |
pmol de lipido ) y se almacenaron a una temperatura de 4°C hasta el

momenta de su uso,

V.- CULTIVO DE CELULAS FLK-BLV

A.- Propagacién.

Se descongelo ( Nitrogeno liquido -196 °C ) un criotubo con la linea celular
FLK-BLV ( células de rifién de ternera fetal infectada con VLB ) a bafio
maria a 37°C y se sembraron en MEMC ( medic esencial minimo de
crecimiento ) suplementado con 8% de SFB ( suero fetal bovino ), 100 U/ml
de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina, 2% de bicarbonato de sodio y
0.25% de lactoalbiimina, usando frascos de cultivo de 25 cm?, se incubaron a
37°C en una atmdsfera de 95% de aire y 5% de CQ,, se realizaron subcultivos
en una relacion de 1:5 semanalmente usando 1 ml de EDTA ( acido etilen-
diaminotetracético ) al 0.05% para la disgregacion de la monocapa celular, se
incubaron 2 minutgs, posteriormente se elimind el EDTA y se golpe6 en un
costado del frasco, se lavaron por centrifugacion a 1500 RPM por 5 minutos
con 5 ml de MEMC, finalmente las células fueron resuspendidas en 5 ml de
MEMC y distribuidas 1 ml de la suspension celular por cada caja y se
agregaron 4 ml de MEMC suplementado a cada una.
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B.- Produccién de antigeno Gp-51.

A cajas con 90% de confluencia celular se leg retird el MEMC y se restituyd
por MEMM ( medio esencial minimo de mantenimiento ) suplementado con
5% de SFB, se colectd el medio después de 3-4 dias del cultivo ( la cdlecta
del medio se realizd repetidas veces hasta obtener aproximadamente 2 litros )
y se precipitd con sulfato de amonio, el precipitado se disolvid con PBS con
una décima parte del volumen original del sobrenadante y se¢ pasé a través
de una columna conteniendo sepharosa-ConA. Los lavados se realizaron con
PBS y se eluyd con una solucidén de alfa-D-manosidasa al 0.1 M. La solucién
obtenida de la elucién { conteniendo las glicoproteinas) fue utilizada para la

pruebas de inmunodifusion en agar gel y ELISA.

VI.- TRANSFECCION DE LAS CELULAS FLK-BLV
A) Transfeccion con cloruro de calcio

Para la transfeccion con cloruro de calcio se utilizé 0.5 pg de DNA del
plésmido y 4.5 pg de DNA de esperma de salmén como acarrcador y se le
adiciond 16.6 ul de cloruro de calcio al 2.5 molar, se aforé a 250 pl con
solucion amortiguadora TE, esta solucién se adicioné suavemente en 166 pl
de solucion amortiguadora HBS 2X, se incubd por 30 minutos a temperatura
ambiente, una vez terminado este periodo de tiempo se vertio gota a gota
sobre 1a monocapa de las células FLK-BLV con 70 % de confluencia crecidas

en una caja de 12 em?® de superficie, 1a placa se incubd por 24 horas a 37°C
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con 5 % de CO, , se lavd 2 veces con PBS, se adicion6 medio frescoy se

incub¢ de nuevo por 24 horas.

B) Transfeccion con liposomas

Células FLK-BLV crecidas al 70 % de confluencia en cajas de cultivo de 12
cm?® se lavaron con PBS LX | se agregd 1 pmol de inmunoliposomas en 200
pul de solucién amortiguadora TE, las cajas se incubaron por 1 hora a 37°C,
los liposomas fueron retirados y las células se lavaron 2 veces con PBS, se

les adiciond 5 ml de medio fresco y se incubaron por 48 horas a 37°C.

VI.- DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD B-GALACTOSIDASA
EN LAS CELULAS FLK-BLYV.

Las células FLK-BLV que fueron transfectadas con el plasmido pRS-f-gal
se lavaron con 1 ml de solucion TD, se cosecharon con esta salucidn y se
centrifugaron a 7,000 r.p.m,, la pastilla se resuspendid en 200 pl de solucion
TGD, las células se lisaron con 3 ciclos de congelacion-descongelacion y
fueron centrifugadas, el sobrenadante se llevé a un tubo eppendorf y se
adicionaron 800 pl de PBS y 200 pul de o-nitro fenil galoctosido (ONPG) a
una concentracion de 4 mg/ml en PBS, se incubd 1h. a 37°C y la reaccion se
interrumpid con 0.5 ml de Na,CO,, se midié la hidroélisis de la reaccion a

420nm.
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VII -EXTRACCION DE PROTEINAS

A.- METODO DE TRIZOL

Las cé€lulas FLK-BLV fueron lisadas con 1 ml de trizol (TRIZOL
REAGENT ™) e incubadas por 5§ minutos a temperatura ambiente, se pasaron
a un tubo eppendorf, posteriormente s¢ adiciond 200 pl de cloroformo y se
agité vigorosamente por 15 segundos , se incubd por 2 6 3 minutos y se
centrifugo a 12,000 r.p.m. por 5 minutos a 4°C, Después de la centrifugacién
la mezcla se separd en una fase inferior roja que es la fase organica ( fenol
cloroformo ), en una interfase y en una fase supérior acuosa. Se tomg la fase
inferior roja y se adiciond 1 ml de isopropanol, se centrifugé a 12,000 r.p.m.
por 5 minutos, se retird el sobrenadante y se adiciond 200 pl de SDS 0.1% a
la pastilla, se disolvid y se dializ6 por 24 horas contra SDS 0.1% y
posteriormente otras 24 horas contra SDS 1%. La concentracion de proteina

fue determinada con el método de microlowry.
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B.- CUANTIFICACION DE PROTEINAS POR EL MICROMETODO DE
LOWRY.

1.- Preparacion de la curva estindar.- Se prepard una solucion stock de

proteina con albumina de huevo ( 1mg/ml ).

Tabla 2. Curva de calibracion para la determinacidn de proteinas por el

método de micro lowry

TUBO |STOCK*(ul)] AGUA (ul) | CONCENTRACION
(mg/ml)
1 0.0 200.0 0.000
2 125 187.5 0.025
3 25.0 175.0 0.125
4 50.0 150.0 0.250
S 75.0 125.0 0375
6 100.0 100.0 0.500
*albumina bovina

2.- Preparacion de la muestra.- Se realizaron diluciones seriadas de 10 pl de

la suspensién de proteinas. En una placa de 96 pozos se colocaron 100
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ul/pozo de las diluciones de proteinas totales de las células FLK-BLV ( todas
las muestras se colacaron por duplicada ). Se agregaron 25 pl de solucion de
tartrato de cobre $X ( soluciones A, B, C en relacion 1:1:100 ), la placa se
incubd por 10 minutos a temperatura ambiente. Se agregaron 10 ul de la
solucidn de Folin, posteriormente se incubd por 20 minutos a temperatura

ambiente y finalmente se realizo la lectura a 630 nm.

VIII .-ENSAYO IMUNOLOGICO LIGADO A ENZIMA (ELISA)

Método descrito por Cowley et al en 1992 (9 ) para la deteccidon de
antigenos expresados en cultivo de las c¢élulas FLK-BLYV.,

Las células FLK-BLV fueron removidas de la placa con un gendarme y
las proteinas fueron obtenidas con el método de TRIzol, se ajusté a 5 pug en
90 ul de agua bidestilada y 10 pl de solucion de cubierta, ésta solucion se
adicioné a una placa de ELISA que se dej6 incubar toda la noche a 4°C, los

pozos se lavaron con 200 pl de una solucidn de 0.1% de tween 20 en PBS

1X Ysele adicioné 100 pl de suero bovino positivo al BLV en una dilucién
de 1:30 en 5% de leche descremada, se incubd durante 2 h a 37°C, la placa
se lavd 3 veces cada una por 5 minutos y posteriormente se le agregd 100 pl
de conjugado anti-bovino en una dilucién de 1:5000 con la leche descremada
y se dejo incubar durante | h, se lavaron nuevamente 3 veces por 5 minutos, y
s¢ le adiciono 100 pl del sustrato para la peroxidasa (10 mg de OPD en
solucion de citrato pHS y 30 ul de H,0,), se dejd incubar 30 minutos, pasado
este tiempo la placa fue leida a 414-492 nm.
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IX.- INMUNOELECTROTRANSFERENCIA

a).- Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS.

Se desnaturalizo la proteina total en solucion de muestra a ebullicion por 2
minutos, se colocaron 80 pg de proteina por pozo en un gel de acrilamida al
12%, se usd para el corrimiento una solucidn balanceada de glicina, la

muestra se corrio a 100 V (volts ) constantes durante 5 horas.

b).- Transferencia en membrana de nitrocelulosa e Inmunodeteccion.

Se utilizd un bastidor y sus componentes para transferir las proteinas, se
formd un “sandwisch” cuyo orden de los compdnentes en direccion de polo
positivo a negativo fue el siguiente: un panel de fibra, papel filtro, el gel de
poliacrilamida, la membrana de nitrocelulosa ( MN ), papel filtro y el otro
panel de fibra, posteriormente el bastidor s¢ colocd en una camara de
transferencia (BIO-RAD) con solucion balanceada de glicina-metanol, el
tiempo de corrimiento fue de 12 h. a 200 mA constantes. Posteriormente la
membrana de mitrocelulosa fue tefiida con colorante rgjo ponceau durante 5
minutos para visualizar las bandas de proteinas y se lavd con agua bidestilada
para eliminar ¢l colorante. Posteriormente la MN fue bloqueada con 10 ml
de solucion de TBS-TWEEN 2.5% durante 10 minutos, se retird la solucién y
se agregd el suero problema diluido 1:100. Se incubd a temperatura ambiente
durante 2 horas. Se lavé la MN por 10 minutos, 2 veces con TBS-tween
0.05% y una vez con TBS, posteriormente se incubé por una hr con 5 ml de
conjugado IgG antibovino marcado con peroxidasa en una dilucion de
1: 5000 en TBS, Se lavd la MN por 10 minutos, 2 veces con TBS-tween

0.05% y una vez con TBS, se afiadid como sustrato diamingbenzidina
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0.05%, posteriormente se agregd 80 ul de H,0, por cada 40 ml de solucién
de sustrato, se agitd hasta que se observaran las bandas en un tiempo
aproximado de 10 minutos, se adiciondé 4cida clorhidrico para detener la

reaccion, finalmente se lavo dos veces con agua bidestilada

X CUANTIFICACION DE LA ACTIVIDAD DE LA
TRANSCRIPTASA REVERSA

A) AISLAMIENTO VIRAL

AISLAMIENTO DE PARTICULAS VIRALES POR PRECIPITACION
CON PEG.

El medio de cultivo de las celulas FLK-BLV cutivadas por 72 h se centrifugd
a 2000 g por 30 minutos, se transfirié el sobrenadante a otro tubo y se le
adicioné 1 ml de PEG (PEG 8000, 30 % (v/v); NaCl 0.4mol/T ) por cada 2 ml
de sobrenadante se mezcld perfectamente, se incubd toda 1a noche en hielo y
s¢ centrifugd a 800 g por 35 minutos, se descartdé el sobrenadante
( cuidadosamente las ultimas gotas de PEG ) y se almacend a -70 © C hasta su

uso.



Tabla 3. Curva de calibracién de la R-T

[ ViRt

HIV-1R-T BUFFER DE LISIS

concentracion dilucién de trabajo solucién V
(ng/pozo) (0.2ng/pl)
0.2
0.5

B) ENSAYO DE TRANSCRIPTASA REVERSA

Esta prueba se realizd siguiendo las especificaciones del Kit Ensayo de la
Transcriptasa Reversa no cuantitativo de  Boerhnnger Mannheim. Para lisar
los virus se resuspendio la pastilla en 40 pl de solucion de lisis y se incub6 a
temperatura armnbiente 30 minutos. Se le adiciond 20 pl de solucion de
reaccion y se incubd por 15 h a 37°C. Se transfiridé la muestra (60pl) a los
pozos, se cubrieron con una cinta adherente y se incubaron 1 h a 37°C, se
descart6 la solucidn y se golped suavemente la tira de pozos en un pafio seco
libre dc pelusa, s¢ lavd cada pozo 5 veces con 250 pl de solucion de lavado
1X por un minimo de 30 segundos por lavado. Se adicioné 200 ul de la
dilucion de trabajo 200 mU/ml anti DIG-POD por pozo, se incubaron | h a
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37°C, se descartd la solucién y se lavé nuevamente con 250 pl de solucidn
de lavado 1X, se le adicioné 200 pl de sustrato POD y se incubd a
temperatura ambiente hasta que el control positivo presenté un color verde
que pudo ser claramente distinguido del color purpura del sustrato del
control negativo, se. midid la absorbancia a 405 nm con una onda de

referencia a 490 nm en un lector de ELISA.
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RESULTADOS

L.- OPTIMIZACION DE CONDICIONES DE TRANSFECCION CON
LIPOSOMAS

Para aumentar el nivel de transfeccion y especificidad hacia las células
blanco se sintetizaron inmunoliposomas (Liposomas cubiertos con anticuerpos
dirigidos contra la Gp51 una proteina de la membrana viral del BLV,). Los
anticuerpos fueron pegados a los liposomas con la finalidad de dirigirlos hacia las
células blanco, estos anticuerpos se produjeron en fluido ascitico de ratones Balb/c
y fueron concentrados con sulfato de amonio y purificado con una columna de
afinidad de proteina A sepharosa donde se obtuvo 10 mg de anticuerpos por mil,

estos fueron marcados con iodo radicactivo y con isotiocianato de fluoresceina.

A) MARCAIJE CON It

Se marcaron parte de los anticuerpos con 50 pCi de iodo radioactivo y para
eliminar el exceso de marca los anticuerpos se pasaron através de una columna de
sefadex G50 obteniéndose un pico maximo de 3X10° cuentas por minuto (Fig.4).
Los anticuerpos fueron unidos a los liposomas con glutaraldehido y para eliminar
los anticuerpos que no se unieron a los liposomas se pasaron através de una
columna de sefarosa 4B, s¢ observaron 2 picos, uno que corresponde a los

liposomas en la alicuota nimero 4 y el ofro corresponde a los anticuerpos que no
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se unieron a los liposomas como se muestra en la figura 5, en un gel de

retardamiento sin condiciones desnaturalizantes se puede ver como los liposomas

migran en la parte superior del gel por su alto peso molecular comparado con la

banda de los anticuerpos que migran mas abajo (Fig. 6 ).

3000000

2500000 (
2000000 4

1500000 L

CPM

1000000 4.

500000 L

0. = 2 ‘
1 3 58 7 9 11 13 15 17 19 21 24 26 28

Mililitros

Figura 4. Purificacién de los anticuerpos marcados con I'*' | La purificacién
de los anticuerpos se realiz6 en una columna de sephadex G50.
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CPM X10

Figura 5. Purificacién de los inmunoliposomas marcados con I'*!
en una columna de sefarosa 4B

<«— Inmunoliposomas

<— Anticuerpos

Figura 6. Migracion elecroforética de los inmunoliposomas marcados con I'*',
en un gel de poliacrilamida sin condiciones desnaturalizantes.
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B) MARCA CON ISOTIOCIANATO DE FLUORESCEINA

La otra parte de los anticuerpos fueron marcados con isotiocianato de
fluoresceina para observar si los liposomas que contienen anticuerpos llegan a las
células blanca (Fig. 9), una vez que se marcaron se calibrd una columna de
sephadex G25 con azul extran y rojo fenol como se muesira en la figura 7 , los
anticuerpos cayeron en €l volumen vacio ligeramente después del azul extran y la
fluoresceina que no se pegé a los anticuerpos como tiene un peso molecular de
389.4 muy semejante al rojo fenol (376) cae en las mismas alicotas. Para verificar
la pureza de los anticuerpos se corrid en un gel de acrilamida al 12 % , y para
observar si las diferentes alicuotas con anticuerpo estaban marcados con
fluoresceina el gel se llevd a un transiluminador de luz UV donde podemos ver la
marca de la fluresceina como se observa en la figura 8, estos anticuerpos se
pegaron a los liposomas por el procedimiento de glutaraldehido y se pusieron en
contacta con las células FLK-BLYV, en la figura 11 se observan las ¢élulas tratadas

con inmunoliposomas.
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Militros

Figura 7. Calibracion de la columna de sephadex G25 para la purificacion de
anticuerpos marcados con fluoresceina. 1.- Azul dextran, 2.- Rojo fenol,
3.- Anticuerpos, 4.- fluoresceina y 5.- inmunoliposomas.

LIS gIag LRI

Figura 8. Corrimiento electroforetico de las IgG marcadas con fluoresceing.

A) Gel de acrilamida tefiidas con azul de coomassic B) Gel de acrilemida visto en un

transiluninador de UV,

51



10X 100X

Figura 9. Células fluorescentes por los inmunoliposomas marcados con
fluoresceina. A).- Inmunoliposomas observados con microscopio elecrénico
B).- Células incubadas lh. con los inmunoliposomas, observadas en luz visible

C).- Células fluorescentes por los inmunoliposomas observadas en microscopio de

luz ultravioleta.

I ACTIVIDAD DE B-GALACTOSIDASA EN LIPOSOMAS CON Y SIN
ANTICUERPOS

Se realizaron 2 formulaciones de liposomas con y sin anticuerpos a los cuales
se les agregd el plasmido de [-galactosidasa (Fig. 10 ), la formulaciéon “A™
constituida con fosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina y colesterol en una relacién
molar de 6:2:2. En los liposomas A sin anticuerpo se obtuvieron 2 unidades de j-
galoctosidasa, mientras que en la misma formulacion con anticuerpo se obtuvo 12
unidades, lo cual nos di6 una eficiencia 5 veces mayor que la que no tiene
anticuerpo, con la formulacién “B™ la cual esta constituida con fosfatidilcolina, acido
fosfatidico y colesterol en una relacién molar 5 :4 :1, se obtuvieron 4 unidades de
B-galoctosidasa sin anticuerpos y con anticuerpo, se obtuvieron 22 unidades lo cual

corresponde a un incremento de eficiencia 4.5 mayor.
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Entre las dos formulaciones con anticuerpos se observo que la que contiene

acido fosfatidico es mejor acarreador de DNA (con una eficiencia casi del doble). La
actividad de [-galactosidasa en las células transfectadas con calcio fue mejor que

con las formulaciones sin anticuerpos, sin embargo su produccion fue mucho menor

que los liposomas con anticuerpos como se observa en la figura 11.

Hind IT 414

pSV-B-galactosidasa

PSV40
EcoRI 6815 EcoRI 3701
Bam HI 4151
Sall 4163
Pst14173

Figura 10. Mapa del plasmido pSv-B-galactosidasa
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UNIDADES G-GALACTOSIDASA

TRATAMIENTOS

Figura. 11. Actividad de -B-galactosidasa en los extractos de células FLK-BLV. 1)
Formula A con anticuerpos 2) Féormula B con anticuerpos 3) Formula A sin
anticuerpos, 4) Férmula B sin anticuerpos.5) Transfeccion con fosfato de calcio.

A) Células FLK-BLV con inmunoliposoma “A” fluorescente.

B) Células FLK-BLV con inmunoliposoma “B™ fluorescente.
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[lI.- CONSTRUCCION DE PLASMIDOS PARA LA SINTESIS DE
ANTISENTIDOS

plasmidos para transcripcién “in vitro™

A) CONSTRUCCION DEL PLASMIDO 5-6.1

Se realizd la modificacién del plasmido 5-6 que contiene una secuencia de
1916 pb de BLV que s¢ encuentra entre los sitios de corte HincIl y Bam HI (Fig.
12), esta secuencia comprende un tercio del gen de la proteasa y el gen de la
transcriptasa reversa, para la construccion se elimind el tercio del gen de la
proteasa digiriendo el pldsmido con Pstl el cual corta en el sitio de clonacién
multiple (SCM) y en un sitio interno del fragmento viral liberando un fragmento
de 1425 pb como se observa en las figuras 13 y 144, dando origen al plasmido pS-
6.1 (fig.14B) después de la ligacidn el cual se modificéd el sitio de insercion del
fragmento viral siendo ahora BamHI-Pstl en lugar del sitio HincII-BamHI que
presentaba anteriortiente, esta region queds constituida de 491 pb, en la figura

15 se observa la diferencia en tamafio entre el plasmido 5-6 y 5-6.1 .
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BamH1

3871 5_6

HinclI-BamHI
1/3 prot + RT
lineariza con Hindll

Hine IT
1955
E 1916
' Hincll
Hincll BamH I 387 in
fincI 1 Yokt

Figura 12. Mapa del Plasmido original 5-6.

s Figura 13. Liberacion del fragmento Pstl del plasmido 5-6. Gel de agarosa
al 0.8% que muestra los patrones electroforéticos del plasmido 5-6.
Carril 1.- digerido con BamHI-Pstl, carril 2.- Pstl
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Prot 1425
I E 1238 l
Hinc Pst Bam Pst
Bam HI
SPst I
I E 491 I
Bam HI
Pst1 Pst 13379

Figura 14 Construccién de plasmido 5-6.1




Figura 15. Patrén electroforético de los plasmidos 5-6.1 y 5-6. Gel de
agarosa tefiido con bromuro de etidio, carril 1.- Marcador de peso molecular

(1Kb DNA lader) carril 2.- p5-6.1 y carril 3.- p5-6.

B) CONSTRUCCION DEL PLASMIDO 3-12A

El plasmido 3-12 contiene la secuencia pX y un fragmento del LTR, ésta
secuencia se encuentra entre los sitios Sacl-Bam HI y esta constituida de 1238 pb
(Fig.16), se eliminé el fragmento del LTR digiriendo el plasmido con Eco RI que
corta el sitio EcoRI del SCM y un sitio interno de la secuencia LTR con lo cual se
liberé un fragmento de 516 pb como se observa en las figuras 13, y 17 dando

origen al plasmido p3-12 A con una secuencia viral de 722 pares de bases

(fig.18B).
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EcoRI
Sac 18235 3 - 1 2

BamHI-Sacl
Tax,rex “X”
lineariza con HindlII

Bam
6997

|i 1238 !
am HI

Bam HI Sac | 8235 6997

Figura 16 Mapa del Plismido original 3-12

Fragmento Xbal/Ecorl
Fragmento EcoRi-EcoRI

Figura 17. Liberacion del fragmento EcoRI del plasmido 3-12. Gel de
agarosa al 0.8% que muestra los patrones electroforéticos del plasmido 3-12,
carril 1.- plasmido no digerido, carril 2.- digerido con EcoRlI, carril 3.- digerido

con EcoRI y Xbal.
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EcoRI

LTR 516
Sac 18235 Bam HI
Bam HI E 1238 6997
A
EcoRI EcoRI
Eco IR 7719
Bam HI 6997
722
Bam HI Eco 719 Bam HI
6997

Figura 18. Construccién del plasmido 3-12 A
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IV.- EMPAQUETAMIENTO DEL RNA CON ESPERMIDINA Y ENSAYOS
DE PROTECCION

Buscando mejorar la capacidad de empaquetamiento y proteccion de los
RNA antisentidos a la accién de nucleasas realizamos una serie de ensayoscon la
espermidina donde los plasmidos 5-6.1 y 3-12A fueron sometidos a un ensayo de
transcripciéon “in vitro” regulado por el promotor T7. Alicuotas de 5 pg de RNA
fueron empaquetados a diferentes concentraciones de espermidina
(de 1 a 10 mM ) después de un corrimiento electroforético en agarosa al 0.8%
observamos (Fig. 19) que la cantidad del RNA fue proporcional a la concentracion
de espermidina. La espermidina a una concentracion de 10 mM fue capaz de
proteger al RNA por accion de las RNAsas (10 mM) por 45 minutos (Fig.20),
concentraciones inferiores de espermidina no fueron capaces de proteger al RNA
por 45 minutos (Fig.21)

1-2 3 45 67

Figura 19. Empaquetamiento del RNA por la espermidina. 5 pg de RNA fueron
empaquetados con diferentes concentraciones de espermidina, centrifugados y
corridos en un gel de agarosa al 0.8%. Carril 1.- 12 mM., Carril 2.- 10 mM., Carril
3.- 8 mM., Carril 4.- 6 mM., Carril 5.- 4 mM., Carril 6.- 2 mM., Carril 7.- ImM.
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1 2 3 4 5 6 7

Figura 20. Ensayo de proteccion del RNA a la acciéon de las RNAasa a diferentes
concentraciones de espermidina por 45 minutos. Carril 1.- 0 mM., Carril 2.- 0.5
mM., Carril 3.- 2 mM., Carril 4.- 4 mM., Carril 5.- 6 mM., Carril 6.- 8 mM., Carril
7.- 10mM., Carril 8.- 12 mM.

CON ESPERMIDINA | SIN ESPERMIDINA
N2 3 M4 123 4

Figura 21. Proteccion del RNA con espermidina 10mM a la accion de RNAsa

diferentes tiempos. Carril 1,15 min., carril 2, 30 min., carril 3, 45 min., carril 4, 60 mM.
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V.- INHIBICION DE LA ACTIVIDAD DE TRANSCRIPTASA REVERSA POR RNA
ANTISENTIDOS Y SENTIDOS CONTRA POL Y PX

Las células FLK-BLV tratadas con RNAs sentido transcritos de los
plasmidos 5-6.1 (pol) y 3-12A (pX) producidos bajo el control promotor SP¢
empaquetados con espermidina y encapsulados en inmunoliposomas presentaron
94 y 96 % respectivamente de actividad a la transcriptasa reversa con respecto al
control sin tratamiento mientras que con los tratamientos con RNA antisentidos se
obtuvo una mayor inhibicidn de actividad de [a transcriptasa , 84% con RNA
antisentidos contra pol y 87% con RINA antisentidos contra pX como se muestra
en la figura (Fig. 22). La diferencia entre los iratanﬁentos con RNA sentido y
antisentido es de 10% (para pol) y 9 % (para pX). El efecto de inhibicion del RNA
antisentide contra pol fue de 16 % para la actividad de transcriptasa reversa y 21%
para la produccion de proteinas totales mieniras que con el RNA antisentido contra
pX fue de 13 % y 16 % respectivamente.(Fig. 23). Se realizd la técnica de RT-
PCR pero esta técnica no proporciond ninguna informacidn sobre los niveles de
mhibicion par los elementos antisentidos, por lo que decidimos no mostrar los

datos.
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EXPRESIO

CONTROL 3-12 SP8 312 T 56 SP8 56 17
TRATAMIENTOS

m Serie

Figura 22. Actividad de la transcriptasa reversa en células FLK-BLV tratadas con
RN,{\ sentido y antisentido.3-12 SP6 RNA sentido para pX, 3-12 T7 RNA anti
sentido para pX, 5-6 SP6 RNA sentido para pol, 5-6T7 RNA anisentido para po.]

% DE INHIBICION

312 SP8 312 T7

56 SP6 56 T7

Figura 23. Inhibicién de la expresion de la transcriptasa reversa y de proteinas

virales en células FLK-BLV tratadas con RNA sentido y antisentido.



CONSTRUCCION DE PLASIDOS PARA INCREMENTAR LOS NIVELES DE
ANTISENTIDOS CONTRA POL Y PX POR TRANSFERENCIA DE GENES EN CELULAS
FLK-BLV.

B) Construccién de plasmidos para la transferencia de genes de BLV.

La construccién de los plasmidos se realiz6é tomando las secuencias génicas
de la transcriptasa reversa y la region Px de los plasmidos 5-6 y 3 -12
respectivamente e insertandolos en el plasmido pcDNA3 bajo el control del
promotor de citomegalovirus (Fig.24).

pcDNA3

CoiE1
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Construccion del plasmido pVHP para la transferencia del gen pol .- La
secuencia del gen de la transcriptasa reversa en direccion antisentido del
plasmido 5-6 se saco con las enzimas de restriccion EcoRI-Xhol liberando un
fragmento de aproximadamente 700 pb 21 pb de este fragmento son parte del sitio
de clonacion miltiple del pGM3 en la direccion de corte de EcoRI. (Fig.25) El
fragmento de 700pb se introdujo en el sitio de clonacion del plasmido pcDNA3

en direccion antisentido. La figura 26 esquematiza la construccién del plasmido

pVHP

1 2 3 4

Figura 25. Digestion del plasmido 5-6 con EcoRI-Xhol Carril 1.- plasmido 5-6
digerido con EcoRI-Xhol, Carril 2.- MP ( Ladder 1Kb) y los carriles 3 y 4.-
plasmido 5-6 digerido con EcoR.I
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CONSTRUCCION DE pVHP

Figura 26 Diagrama de construcci6n del Plasmido pVHP
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VI.- CONSTRUCCION DE PLASMIDOS PARA LA TWSFERENCM
DEL GEN PX Y LA SECUENCIA LTR DE BLV.

El plasmido 3-12 fue digerido con EcoRI y Xbal liberando 2 fragmentos, el
fragmento pX de 722 pby el LTR de 516 pb como se observa en la fig. 27.

. Fragmento pX de 722
: EcoRI-Xbal

£ Fragmento LTR.de 516 pb
| EcoRI-EcoRI

Figura 27. Digestion del plasmido 3-12 con EcoRI y Xbal

Construccion del plismido pVA para la transferencia del gen pX. (Fig.28) la
secuencia EcoRI-Xbal del gen pX se insertd en el sitio EcoRI-Xbal del sitio de
clonacion multiple del plasmido pCDNA3 en direccion antisentido quedando
controlada su transcripcion bajo el promotor de citomegalovirus.

Construcion de plasmido ALTR para la transferencia de la secuencia LTR
(Fig.28) se construyé tomando la secuencia EcoRI-EcoRI del LTR e
introduciéndola en pcDNA3 (Fig.27). El patrén electroforético de los plasmidos
se observa en la figura ( 29 ).
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CONSTRUCCION DE pVA y pALTR

T7

LTR 516

E pX 722

Figura 28. Diagrama de construccion de los Plasmidos pALTR y pVA
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Figura.29. Patrén electroforético de los plasmidos pALTR y pVA. Carril 1.-
pALTR digerido con EcoRlI y el carril 2.- el p3-12 digerido con Xbal-EcoRI.

La tabla 6 presenta las caracteristicas de los plasmidos originales (Fig.16) y
de los plasmidos modificados para la expresién de RNA antisentido “in vitro™ asi

como los plasmidos que se construyeron para la transferencia de genes.

Figura 30. Corrimiento electroforético de los plasmidos originales Carril 1.- MP
( Ladder 1Kb), carril 2.- p5-6, carril 3.- p3-12, Carril 4.- pCDNA3 y Carril 5 .-
p-B-gal.
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Tabla 4. Caracteristicas de los plasmidos originales y modificados

No plasmid(;—: e i'caracteﬁsticas |
Plasmidos originales, .. .. =2 £ i -
1 p3-12 pX+L —I
3 p5-6 1/3 Prot + Pol
3 pCDNA3
4 pSV-p-gal (- galactosidasa
plasmidos para expresién de RNA antisentidos “in vitro”
5 p3-12 A pX
6 p5-6.1 Pol
plasmidos para transferencia degenes .~~~ .
p5-6 + pCDNA3
¢/ pVHP Pol
3-12 +pCDNA3
8 pALTR LTR
9 __pVA - p)_{_ _
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VIII.- INHIBICION DE LA EXPRESION DE BLV POR TRANSFERENCIA
DE GENES ANTISENTIDOS

A) TRANSFECCION DE LAS CELULAS FLK-BLV CON LOS PLASMIDOS pVA,
pYHP, Y pALTR CON CLORURO DE CALCIO.

La expresion de BLV en las células FLK-BLV tratadas con los plasmidos
VHP, VA y LTR fue medida por la actividad de transcriptasa reversa y por la
expresion de proteinas virales. Los niveles de actividad de la transcriptasa reversa
fueron medidos a las 72 h. Las células transfectadas con pVHP (pol) presentaron
un 76% de actividad de la transcriptasa reversa con respecto al control sin
transfeccion mientras que con pVA (pX) presentaron un 56.36 % de actividad, sin
embargo en la transfeccion con pALTR se presentd un incremento en la expresidn
alcanzando un 276 % con respecto al control ( aumento de la actividad R-T de 176
%) . La inhibicién de la expresidn del virus fue mas evidente cuando se midio la
expresion de las proteinas virales (por medio de una prueba de ELISA cuantitativa)
donde se encontrd en la transfeccién con pVHP (pol) un 40% de expresion y con
pVA (pX) unicamente un 4.2 % (inhibicién del 95.8%) Los resultados de
expresion de las proteinas virales de las células transfectadas con pALTR (LTR)
correlacionaron con los datos obtenidos de la actividad R-T, encontrando un 294%
de expresion con respecto al control (aumento de expresion de 194%)

(Figs.31,32).
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Figura 31. Actividad de la transcriptasa reversa y expresion de las proteinas
virales en las células FLK-BLV a las 72 horas después de la transfeccion con

fosfato de calcio.

PORCENTAJE DE INHIBICION DE LA EXPRESION DE
BLV A LAS 72 HORAS

Q
= LI\
z R T
g WPROT
<
PVHP VA
TRATAMIENTOS

Figura 32. Inhibicion de la produccion de particulas virales a las 72 h. después de
la transfeccion con fosfato de calcio.
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B) TRANSFECCION DE LAS CELULAS FLK-BLV CON LOS PLASMIDOS pVA, pVHP
Y pALTR ENCAPSULADOS EN INMUNOLIPOSOMAS.

La expresion de BLV en las células FLK-BLV tratadas con los plasmidos VHP,
VA y LTR encapsulados en inmunoliposomas a las 72 horas post-transfeccion
fueron los siguientes: con pVHP (pol) se detect6é un 70.5% (29.5 % de inhibicién )
de actividad de la transcriptasa reversa y un 87% para las proteinas virales (13% de
inhibicién) mientras que con pVA se encontrd un 51% de actividad R-T (49% de
inhibicién ) y de expresién de proteinas virales un 70 % (30% de inhibicion). Las
células transfectadas con pALTR encapsulado con inmunoliposomas presentaron
una expresion similar al control en la produccién de proteinas virales 102% lo que
indica un aumento de expresion 2%, mientras que en la actividad de R-T fue de

102%) (Fig.33,34 ).

EXPRESION

CONTROL LTR VHP VA
TRATAMIENTOS

Figura 33 Actividad de la transcriptasa reversa y expresion de proteinas virales
totales en las células FLK-BLYV a las 72 horas después de la transfeccion con

inmunoliposomas.
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Figura 34 . Inhibicién de la produccién de particulas virales a las 72 horas después
de la transfeccidon con inmunoliposomas.
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DISCUSION

Los liposomas son una herramienta de gran aplicacién como
acarreadores de acidos nucleicos en forma experimental o terapéutico por lo
que se ha creado toda una tecnologia alrededor de ellas, principalmente
produciendo lipidos catiénicos sintéticos y modificaciones que permitan una
mejor estabilidad y transportar mayor cantidad de acidos nucleicos
( 38 ). Se ha observado que liposomas con ligandos especificos pueden llegar
a unirse especificamente a cierto tipo de célula, estos ligandos pueden ser
anticuerpos o proteinas que se unen especificamente a ciertos receptores
celulares, €l acoplamiento de los ligandos a los liposomas pueden ser por
absorcion directa de los anticuerpos con liposomas o por modificaciones
quimicas ( 77, 87 ). En éste trabajo sintetizamos liposomas cubiertos con
anticuerpos especificos contra una proteina de membrana del virus de la
leucosis bovina y utilizamos glutaraldheido para el acoplamiento de la IgG
anti-Gp-51 a los liposomas, por ser una estrategia sencilla, econémica y con
acoplamiento del 70% de anticuerpos a la superficie de los liposomas ( 87 ).
Nuestros inmunoliposomas fueron capaces de transfectar una mayor cantidad
de células FLK-BLYV con el plasmido pSR B-galactosidasa que los liposomas
sin anticuerpo (5 veces mas), por 1o que lo consideramos un buen vehiculo
para transportar dcido nucleico hacia las células blanco. Otra caracteristica
fundamental de nuestros liposomas fue su formulacién de lipidos, en un
principio trabajamos con liposomas constituidos con fosfatidilcolina,
fosfatidiletanolamina y colesterol en una relacién molar de 6:2:2 (con esta

formula se habia reportado un acoplamiento del 70 % de anticuerpos sobre su
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superficie) (87), sin embargo su eficiencia de transfeccion fue pobre por lo
que decidimos utilizar los liposomas construidos por fosfatidilcolina-acido
fosfatidico y colesterol ¢n una relacion molar de 5:4:1 reportada por Ibaiies y
col. como su mds eficiente formulacion, con un coeficiente de
encapsulamiento de 2.6 pg de DNA plasmidico por uMol de liposoma, este
grupo de immvestigadores no realizaron acoplamiento de anticuerpos a los
liposomas, nuestros inmunoliposomas con esta formula no presentaron la
capacidad de transfeccién de la formulacion de Ibafies y col. ya que en
nuestro trabajo no adicionamos cloroquinas como inhibidores de nucleasas al
momento de la transfeccion o EDTA como um incrementador de la
permeabilidad celular, debido a que en este estudio deseabamos analizar la
capacidad de esta formulacion de inmunoliposomas para futuros estudios “in
vivo”. Diferentes grupos han establecido que las poliaminas son compuestos
que empaquetan el DNA (16), lo protegen de la degradacion de nucleasas
{ 13,37 ), y permiten una mayor eficiencia de encapsulamiento del DNA
condensado por liposomas, probablemente porque ocupa un menor volumen
que el DNA sin condensar ya que la cantidad de lipidos retenidos como
lipasomas es mayor (37) por lo que decidimos empaquetar ¢l DNA de los
plasmidos con espermidina siguiendo el protocolo de Ibafies, sin embargo na
hay reportes de la capacidad de las poliaminas para el empaquetamiento y la
proteccién de]l RNA, en este trabajo encontramos que 10 pM de espermidina
pueden empaquetar 5 ug de RNA y protegerlo hasta por 45 minutos de la
degradacion por RNAsas “in vitro®. Algunos investigadores han tratado de
conjuntar la sintesis de lipidos modificados con grupos de espermidina
denominados lipoespermina que tienen una eficiencia de transformacion de 2

a 3 veces mas que las técnicas convencionales de CaCl,, (2).
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La inhibicion inespecifica de la expresién de los genes es una de las
estrategias que se siguen por algunos tipos de drogas, sin embargo la
inhibicidn de secuencias especificas de un gen es un congepto atractivo para
el desarrollo de una nueva generacion de terapéuticos entre los que se
destacan los oligonucledtidos y RNA en direccion normal de transcripcion
para formar triples hélices con accidn en cis para los promotores, o aquellos
elementos antisentidos que bloquean la expresion de un RNA mensajeros, o
bien los RNA enzimaticos también denominados “Ribozimas” que a
diferencia de ios RNA antisentidos estos cortan el mRNA y son ampliamente
usados como una herramienta experimental o agente terapéutico (47 ).

En este trabajo analizamos el efecto de los RNA antisentidos
construidos bajo la regulacion del promotor T7 en los cuales los resultados
obtenidos fueron bastante bajos con una inhibicidn de 13% para los
antisentidos contra pX y 16% para los antisentidos contra pol, sin embargo
gstas técnicas presentan resultados parciales para la supresion de un gen ¢n
particular y en algunos casos fracasan para la expresion del gen ( 1). Uno de
los problemas en la inhibicidn de estos antisentidos pudo ser la degradacion
por nucleasas y el hecho de no tcner una concentracion constante para un
bloqueo permanente durante el tiempo del experimento. Se han analizado
oligonucleotidos antisentidos para la regién pX en sistemas libres de células y
se¢ han obtenido un 59 y 49 % de inhibicién cuande los antisentidos son
dirigidos contra la region 5°, un 12 % cuando son dirigidos contra la region
media del fragmento pX y no se observd ningun efecto mhibitorio contra la
porcion 3’ (11,12 ), en cultivo de células se ha observado una inhibicién que
va desde un 24 a un 84 %. ( 59).
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En los RNA sentidos encontramos un pequefio efecto inhibitorio con respecto
al coniral, este puede ser debido a la formacion de la triple hélice con el
DNA genomico inhibiendo la expresion viral, coma ha sido sugerido por
Laurosky etal. (47 ).

Se realizaron nuevas construcciones para producir RNA antisentido bajo el
control del promotor de citomegalovirus debido a que los RNA antisentidos
construidos “in vitro” presentaron un bajo efecto de inhibicidn por las razones
antes sefialadas .

Los plasmidos para transfeccién de genes fueron construidos bajo el
promotor de citomegalovirus y transfectados en células FLK-BLV por 2
procedimientos diferentes con cloruro de calcio, y con inmunoliposomas.

Por el método de fosfato de calcio nuestras construcciones presentaron
una inhibicion de la actividad de la transcriptasa reversa de 24 % para pVHP
(pol) y de 43.66 % para la construccion pVA (pX) y por inrnunoliposomas fue
de 29.5% y 49.1% respectivamente y por otra parte la inhibicién las proteinas
virales fue de 60% con pVHP y 96 % con pVA por el metodo de cloruro de
calcio y 13 % a pVHP y 30 % pVA con inrnunoliposoma. La eficiencia de
los dos métodos fue equivalente por lo que el método de inmunoliposomas
ademds de ser un método aplicable in vive y especifico en el reconocimiento
de células infectadas con el virus es tan eficiente como el de fosfato de calcio,
sin embargo la variacion en los resultados con otros autores puede ser por la
relacién molar de pldsmidos con respecto al numero de copias del virus de la
leucosis bovina en la transfeccidn, previos reportes sugieren que una efectiva
inhibicion de la replicacion viral es llevada acabo con un exceso de RNA
antisenfidos en una relacion de 100 a 1000 veces mas que los mRNA

blancos, ( 14) en BLV se ha observado que para tener una inhibicion al 75 %



se requiere un exceso molar de 3:1 del plismido que contiene el antisentido
por DNA viral pregenomico (7) y en un exceso de 10:1 para tener una
inhibicion de 95 a 97 % 1 (6), nuestros resultados para PVA (pX) entran
dentro de las cifras reportadas, Murovska y col. encontraron una inhibicion de
un 28 a 83% en diferentes clonas de FLK-BLV con antisentidos contra pX,
sin embargo en sus transfecciones realizaron un shock con glicerol para
incrementar la eficiencia de transfeccién y seleccionaron clonas transfectantes
con el genatisin o G418. En este trabajo considero que obtuvimos buenos
niveles de transfeccion en un sisiema con caracteristcas que permitirin su
aplicacion ‘in vivo’ con bajos niveles de toxicidad, debido a que nuestras
transfeciones se realizaron con inmunoliposomas sin potencializadores de la
transfeccion.

Una de las estrategias comunmente utilizadas para inhibir la expresién
viral es el uso de nucleotidos anélogos que interfieren con la funcionalidad de
la transcriptasa reversa, en este trabajo nosotros logramos inhibir la actividad
de la trancriptasa reversa hastz en un 49.1% con antisentido para pol , lo cual
es resultado bastante atractivo si consideramos que esto es proporcional a la

carga viral.

En estc trabajo nosotros utilizamos la construccién pALTR que
contiene la secuencia LTR en el sitio de clonacion multiple EcoRI-EcoRI
1o cual dificulta determinar su orientacion, sin embargo se ha observado que
cualquiera que sea su orientacion es capaz de producir una inhibicion viral, ya
que puede bloquear secuencias reguladoras como elemento antisentido o en
direccion normal compitiendo con los promotores a los que se le une la p38

(proteina de regulacion de la estabilidad de los mRNA ), se ha observado que
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como antisentido produce una inhibicidén del 75% y como sentido presenta
una inhibicion del 60% en células CCB1(79) y en clonas transfectadas de un
69 a 93% (59), sin embargo nosotros encontramos una sobre expresion de la
actividad de transcriptasa reversa y de la produccion de proteinas totales,
nuestra secuencia LTR difiere de la reportada por Sayakhmetov y col. su
secuencia esta constituida de 185 pb de la region U3 y la de nosotros de 400
pb que constituye 2 tercios de la region LTR _posiblemente esta region actie
como potencializador para la transactivacion viral.(79).

Las c¢lulas transfectadas fueron analizadas a las 72 horas por 2 razones
principalmente . 1) el anlisis de expresion o inhibicidn de la mayoria de los
plasmidos se realiza preferenternente después de 48 horas pos transfeccion, 2)
a las 48Hs la actividad de transcriptasa reversa fue muy baja (datos no
mostrados) por lo que fueron anahizadas a las 72 horas

En nuestra estrategia experimental 1a técnica de PCR no fue de mucha
utilidad para la interpretacion de los resultades de inhibicion, posiblemente
esto se debe a que la mayoria de los eventos de inhibicién se realizaron a
nivel de traduccidn y no de expresién de los mRNA virales (datos no
mostrados), para la cuantificacién por la técnica de PCR se requieren ciertos
rangos de concentracién de DNA posiblemente nos encontramos por arriba o
por abajo de estos rangos, una estrategia seria medir concentracién por
espectrofotometria de ¢cDNA antes de la amplificacién y realizar las

diluciones requeridas y segur un método cuantitativo de PCR.
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CONCLUSIONES

En este trabajo se analizaron 4 construcciones para producir
elementos antisentidos contra la regiones pol y pX bajo el control
del promotor T7 y del citomegalovirus y 2 formulaciones para
producir inmuncliposomas como acarreadores de acidos nucleicos

a células FLK-BLYV Laos resultados obtenidos nos permmiten concluir

lo siguiente:

1. Se incrementd la capacidad de transféccién de las células FLK-
BLYV ,con el acoplamiento a la superficie de los liposomas de
anticuerpos anti-Gp51.

2. Los RNA antisentidos producidos “in vitro” bajo el promator T7
producen un bajo efecto de inhibicion de la expresion de BLV.

3. Sin embargo la transferencia de los plasmidos que producen RNA
antisentidos bajo el control del promotor de citomegalovirus en
las células produjeron un mayor efecto antiviral.

4.SE obtuvo una mayor inhibicion de la actividad de la
transcriptasa reversa y de la produccion de proteinas virales
totales con elementos antisentidos dirigidos contra pX.

5.El plasmido pALTR (LTR) incrementa la actividad de la
transcriptasa reversa hasta en un 200 %.
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PERSPECTIVAS

En este trabajo usamos el promotor de citomegalovirus para la
produccion de los elementos antisentidos, aunque este es un buen
promotor se puede incrementar la produccién de elementos antisentidos
con promotores mas fuertes coma el de la timidina kinasa de herpes virus
o bien usando promotores inducibles por los mecanismos de
retroalimentacidn en las infecciones virales, como la secuencia LTR de
BLV ¥y HTLV que es inducida por la proteina fax, que si bien no
interactua directamente con el DNA, estimula una transactivacién
asociada con proteinas del hospedero sobre elementos de respuesta
CRE/ATF, creemos que estas estrategias son buenas para la produccion
de antisentidos en células infectadas con retrovirus. Probablemente
nuestra secuencia LTR que se encuentra en el plasmido pALTR que
incrementa la expresion de Ja transcriptasa reversa s€a un buen inductor
de la expresién de los RNA antisentidos, por lo que es un buen
candidatos para controlar la expresidn de las secuencias pol y pX que se

encuentran en los plasmidos pVA y pVHP.

Nosotros pensamos que cambiando el protocalo de la formacion de
liposomas podemos obtener altos niveles de empaquetamiento de DNA
y como consecuencia un mayor indice de transfeccion y de inhibicién de
la expresion viral, La utilizacion de los protocolos de acoplamiento de

los anticuerpos a la superficie del liposoma por absorcion directa y
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sonificacidon pueden permitir una mejor interacciéon lipido-anticuerpo
que con glutaraldehido con una menor manipulacion de los liposomas y

riesgos de contaminacion.
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APENDICE A

PREPARACION DE REACTIVOS UTILIZADOS EN BIOLOGIA
MOLECULAR

Acetato de sadic 3 M pH 5.2 6 4.5.- Disolver 246.09 g de acetato de sodio
anhidro en 700 ml de agua bidestilada, ajustar €l pH y aforar a 1 litro.

Esterilizar por autoclave,

Acrilamida-Bisacrilamida 30%.- Disolver 29 g de acrilamida y 1 g de
bisacrilamida en 50 ml de agua bidestilada y aforar a 100 ml, Filtrar en
membrana milipore de¢ 0.45 mm. Almacenar a 4°C en un recipiente cubierto

con papel aluminio.

Agarosa 0.8% en solucion balanceada de TAE.- Disolver 0.81 g de agarosa
en 99 ml de solucon TAE.

Agar Luria-Bertani.- Disolver los ingredientes anteriores, ademas pesar 15 g

de agar-agar, disolver, ajustar el pH a 7 y esterilizar en autoclave a 15

[b/pulg?.

Alfa-metil-D-manosidasa ( AMDM ).- Disolver 19.42 g de AMDM en 800

ml de agua bidestilada y aforar a un litro.
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Alcohol etilico 70%.- Mezclar 700 ml de etanol absoluto y 300 ml de agua

bidestilada, almacenar en refrigeracion.

Ampicilina 250 mg/ml.- Disolver 0.5 g de ampicilina en 2 ml de agua
bidestilada estéril, ( tomar 40 pl para 100 ml de medio ) almacenar en

refrigeracion.

Azul de Coomassie 0.25%.- Disolver 0.25 g de azul de coomassie en 40 ml
de metanol, 10 ml de 4cido acético glacial y 50 ml de agua bidestilada,
almacenar a temperatura ambiente.

Bicarbonato de sodio 4.4%.- Depositar 500.0 ml de agua bidestilada en un
frasco limpio y seco, agregar 44.0 g de bicarbonato de sodio, agregar 0.5 ml
de rojo fenal 1%, aforar a un litro, afladir 10 g de bidxido de carbono sélido,
agitar constantemente hasta que el indicador vire a color canela pélido ( pH-

7.1- 7.3 ). Esterilizar en autoclave a 110°C durante 20 min.

Bromuro de Etidio 0.5mg/ml.- Disolver 50 mg de bromuro de etidio en 80
ml de agua bidestilada y aforar a 100 ml, almacenar a 4°C en un recipiente
ambar para protegerlo de la luz, de esta solucion se hard una dilucidn de

1:1000 para tefiir los geles
Caldo Luria-Bertani.- Disolver 10 g de triptona, 5 g de extracto de levadura

y 10 g de NaCl, en 300 ml de agua bidestilada y aforar a 1 litro, ajustar ¢l pH

a7y esterilizar en autoclave a 15 [b/pulg? por 20 minutos.
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Clorure de sodio 8.5%.- Disolver 85 g de NaCl en 500 ml de agua destilada

y aforar a un litro.

Cloruro de sodio {(NaCl) 5M.- Disolver 292.2 g de NaCl ¢n 800 ml de agua

bidestilada y aforar a un litro, esterilizar por autoclave.

Fenol saturado.- El fenol que se va a destilar se puede recibir en un pequefio
volumen de Tris-HC] 1M para evitar su cristalizacion, para la saturacion siga

los siguientes pasos:

1.- Fundir el fenol.

2.- Destilar ( se produce a destilar el fenol si el aspecto de este al estar
fundido, no es cristalino ), el fenol destila a una temperatura de 180°C, es
recomendable no conectar agua circulante porque puede cristalizarse en el
mismo refrigerante, antes de comenzar la saturacién, el fenol debe ser
equilibrado a un pH mayor de 7.8 con hidroxiquinoleina a una concentracion
final de 0.1% ( funcidén antioxidante ).

3.~ Afiadir 1 volumen de solucion amortiguadora Tris-Hcl 0.5M pH y mezclar
con una barra magnetica hasta que el pH de la fase fendlica sea mayor de 7.8
( medir con papel indicador ).

4 - Dejar que se separen las fases y eliminar la fase acuosa utilizando una
pipeta conectada a una linea de vacio con trampa o un embudo de separacion.
5.- Repetir la misma operacién pero utilizando solucién amortiguadora de
tris-HCL 0.1 M pHS.

6.- Eliminar la fase acuosa final y afiadir 0.1 volumenes de 0.1 m Tris-HCI pH

8 conteniendo 0.2 % de mercaptoetanol.
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7.- La solucién de fenol puede ser almacenada de esta forma en un recipiente

ambar a -20°C, las alicuotas de fenol en uso se almacenan a 4°C.

Gel de acrilamida para RNA.- Mezclar 3.9 g de urea, 1.45 ml de acrilamida,
1.9 ml de TBE 5X, 0.1 ml de PSA, 5§ pul d¢e TEMED y 3.25 ml de agua
bidestilada

Hidréxide de sodio ( NaOH ) 10 M.- Disolver 400 g de NaOH anhidro en
agua bidestilada y aforar a 1 litro

Jugo azul 6X ( contiene 0,25% de azul de bromofenol, 0.25 % de
zilencianol y 30 % de glicerol ).- Mezclar 20 mg de xilencianol, 25 de azul

de bromofenol y 3.0 ml de glicerol, aforar a 10 ml con agua bidestilada.

Lauril sulfato de sodio (SDS) 10 %.- Disolver 10 g de SDS en 90 ml de
agua bidestilada.

PBS 1X.- Disolver en 500 mi de agua bidestilada 160 g de cloruro de sodio
(NaCl ), 4 g de cloruro de potasio ( KCl ), 28.8 g de fosfato dibasico de sodio
( Na,HPO,.2H,0 ) y fosfato monobdsico de potasio ( KH,PO, ), aforar a 1
litro, esterilizar en autoclave a 110°C durante 20 munutos. Almacenar en
refrigeracion,

Persulfato de amonio 10 %.- Disolver 1 g en 9 ml de agua bidestilada,

conservar a 4°C en un recipiente ambar,
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Proteinasa K 10pg/ml.- Disolver en alicuotas de 500 ul y almacenar a -20°C.

Medio esencial minimo de crecimiento ( MEMC).-Tomar 50 ml de
SSMEM y despositarlos en un frasco de 100 ml, adicionar 8 ml de suero fetal
hovino ( SFB ), 4 ml de bicarbonato de sodio 4.4% estéril, 100 ul de PES
estéril, aforar a 100 ml con agua tridestilada estéril. Para la preparacion del
mediQ esencial minimo de mantenimiento (MEMM), tomameos lo mismo que

para ¢l MEMC solo que se le adiciona § ml de SFB en lugar de 8 ml.

Medio esencial minimo para congelacion (MEMF).- Tomar 50 ml de
SSMEM, depositarlos en un frasco esteéril de 100 ml, adicionar 20 ml de SFB,
4 ml de bicarbonato de sodio 4.4% estéril, 100 ul de PES esténl, 10 ml de
dimetil sulfoxido (DMSO ), aforar a 100 ml con agua tridestilada estéril..

Medio RPMI-1640 de crecimiente (MRC).- Tomar 50 ml de SSMR y
despositarlos en un frasco de 100 ml, adicionar 10 ml de suero fetal bovino
( SFB ), 4 ml de bicarbonato de sodio 4.4% estéril, 100 pl de PES estéril,
aforar a 100 ml con agua tridestilada estéril.

SDS 0.1 %.- Tomar 1 ml de SDS 10% y aforar 2 20 ml con agua destilada.

SDS 1%.- Tomar 1 ml de SDS 10% y aforar a 10 ml con agua destilada.

Solucion balanceada de tris 1.0 M.- Disolver 121.1 g de tns Hcl, en 300 ml
de agua bidestilada y aforar a 1 litro, ajustar apH 6.8.
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Solucién de lisis.- Mezclar [ ml de TNE pH 8, 10 ul de proteinasa K, 50 pl
de SDS al 20% y 50 ul de EDTA 500 mM.

Solucién de CaCl;.6H,0 0.1 M.- Disolver 54 g de CaCl; en 100 ml de agua
bidestilada y aforar en 200 ml, esterilizar por filtracidn con membrana

milipore (.22 mm.

Solucién I de minipreparacién de plismides ( Z mg/ml de lisozima,
glucosa 50 mM, EDTA 10 mM, tris-HCI 25 mM pH 8.0 ).- Se mezclan 5
ml de glucosa 1 M, 2 ml de EDTA 500 mM, 1.25 ml de Tris-HCI 2M pH 8.0
¥ 91.75 ml de agua bidestilada. Esterilizar por autoclave y antes de usar

disolver 2 mg de lisozima por cada ml 2 usar,

Solucién II de minipreparaciin de plismidos (NaOH 0.2 N, SDS al 1%
).~ Se mezclan 200 ul de NaOH 10 N, 8.8 ml de agua bidestilada estéril y 1 ml
de SDS al 10 %. Se prepara al momento de usar.

Solucidn III de minipreparacion de plasmidos ( acetato de potasio 3 M,
acido acético 2 M ).- Se mezclan 60 ml de acetato de potasio S M, 28.5 ml de

agua bidestilada y 11.5 ml de dcido acético glacial. Esterilizar por autoclave,

Solucidn stock de medio esencial minimoe (SSMEM).- Disolver 13.4 g de
medio esencial DULBECOS en 200 ml de agua tridestilada, aforar a 500 ml,
estenlizar por filtracidn con una membraba de poro 0.22 pm, con esto

tenemos una solucion de medio al 2X.
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Solucion stock de medio RPMI-1640 (SSMR).- Disolver 10.4 g de medio
RPMI-1640 en 200 ml de agua tridestilada y aforar a 500 ml. Esterilizar por
filtracion con una membrana de poro 0.22 pm, con esto tenemos una solucion
de medio al 2X. |

Salucion A de sulfato de cebre 5% para cuantificacion de proteinas.-

Disolver 1 g de sulfato de cobre en 20 ml de agua

Solucion B de tartrato de sadio y potasio 10% para cuantificacion de
proteinas).- Disolver 2 g de NaKtartrato en 20 ml de agua.

Selucion C de NaOH 0.5 N para cuantificacion de proteinas.- Disolver 2 g

de NaOH en 100 ml de agua destilada.

Solucion de Folin.- Mezclar 1 ml de reactivo de fenol Folin-Ciocalteu con 1
ml de NaOH 1 N.

Solucién de tartrato de cobre 5X.- Mezclar las soluciones A, B y C en

relacion 1:1:100.

Solucion de substrato de diaminobenzidina 0.05%.- Disolver 20 mg de 3,3
Diaminobenzidina en 40 ml de PBS A 1X.
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Solucion bloqueadora de TBS-TWEEN 2.5% para inmunodeteccion.-
Disolver 2.5 ml de Tween-20 con 20 ml de solucién de TBS y aforar a 100
ml.

Solucién de lavado de TBS-TWEEN (.05 % para inmunodeteccién en
placas de ELISA y en membrana de nitrocelulosa.- Disolver 50 pl de
Tween-30 con 20 ml de solucién TBS y aforar a 100 ml.

Solucion bloqueadora para ELISA TBS-TWEEN 0.15%.- Disolver 0.15
ml de Tween-20 con 30 ml y aforar a 100 ml.

Solucidn de lisis para DNA.- Tris-HCl 10 mM pH 8, NaCl 10 mM y EDTA
10 mM

Solucién de lavado tipo A para parificacion de IgG.- Disolver 7.88 g de
Tris-HC] (0.5 M), 8.76 g de NaCl (0.15) M y 0.20 g de NaN; (0.02%) en
200 ml de agua destilada y aforar a un litro, la solucion quedara a un pH final
3.6.

Solucion de elucién tipo B para purificacion de IgG.- Disolver 37.53 g de
glicina, 8,76 g de NaCl y 0.20 g de NaN3 en 200 ml de agua destilada y aforar
a un litro, la solucion quedara a un pH final de 3.

SEVAG ( Cloroforme- isoamilico 24:1).- Se mezclan 40 ml de alcohol

isoamilico y 960 ml de cloroforma.
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Soluciéon balanceada de tris 1.0 M.- Disolver 121.1 g de Tris- HC], en 300
ml de agua bidestilada y aforar a 1 litro, ajustar a pH 6.8.

Solucion balanceada de boratos 5X.- Mezclar 54g de trizma base, 27.5 g de¢
4cido borico y 2 ml de EDTA 0.5 M y aforar a un litro.

Solucién decolorante.- Mezclar 100 m! de metanol, 100 ml de acido acético
glacial con 800 ml de agua bidestilada.

Solucién fijadora.- Mezclar 400 ml de metanol, 100 ml de acido acético
glacial con 500 rml de agua bidestilada.

Solucién de corrimiento para electroforesis 10X.- Disolver en 600 ml de
agua bidestilada 144.1 g de glicina, 30.2 g de tris-base y 10 g de SDS, aforar a

un litro.

Soluciéon de muestras para electroforesis.- Disolver 0.92 de SDS , 2ml de
B- mercaptoetanol, 4 g de glicerol, 0.3 g de tris-base y 2.0 ml de azul de
bromofenol 0.1% en 10 ml de agua bidestilada, ajustar ¢l pH a 6.8 con Hcl y

aforar a 20 ml.
Solucion balanceada para el gel concentrador.- Disolver 6.055 g de tris-

base y 2ul de SDS 20% en 70 mi de agua bidestilada, ajustar ¢l pH a 6.8 con
HCl y aforar a un litro.

109



Soluciéon balanceada para el gel separador.- Diselver 18.165g y 2 pl de
SDS 20% en 70 ml de agua bidestilada, ajustar el pH a 8.8 con Hcl,

aforar a un litro.

Solucion de EDTA 0.05%.- En un frasco limpio y seco mezclar 50 ml de
PBS A con agua, agregar 0.5 g de EDTA, agitar hasta que se disuelva por
compieto y ajustar el pH a 7.6 con NaOH 1 N. Esterilizar en autoclave a 110°

durante 20 min.

Solucion de penicilina-estreptomicina (PES) ( concentraciones finales de
100,000U/ml y 100,000 pg/ml ).- Disolver 1,000000 ( 06 g
aproximadamente ) de penicilina G ( sal disddica ) y 1 g de estreptomicina
dihidratada en 5.0 ml de agua destilada cada uno, mezclar las soluciones y

esterilizar por filtracidn a través de una membrana de (.22 pm.

Rgjo fenol 1%.- Depositar 10 g de rojo fenol en un matraz de un litro,
agregar 570 ml de agua destilada y 30 ml de NaOH 1 M agitar durante 2 hr a
temperatura ambiente y aforar a un litro, filtrar en papel whatman No. 2,

esterilizar en autoclave a 110°C durante 10 min.

RNAasa libre de Dnasas 10 mg/ml.- Disolver 100 mg de RNAasa en 9.92
ml de agua bidestilada estéril, 50 ml de Tris-HC1 2 M pH 7.5 y 30 ul de NaCl
5 M, se incuba a ebullicion por 20 minutos, se deja enfriar lentamente a

tempertura ambiente, dividir en alicuotas y almacenar a - 20 °C.
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TAE 50% ( contiene EDTA 100 mM, Tris-Acetato 2 M pH 5.0).- Disclver
242.2 g de base trizma en 400 ml de acido acético glacial, ajustar a 100 ml de
EDTA 500 Mm y 57.1 ml de 4cido acético glacial, ajustar a pH 8 y aforara l

litro, estirilizar en autoclave.

TBE 10% (contiene Tris-Borato 0.089 M, dcido borico 0.089 M).- Mezclar
5.400.0 g de base trizma y 2750.0 g de 4cido bérico en 1 litro de solucién
EDTA 500mM pH 8.

TE 100 % ( contiene EDTA 100 mM y Tris-HCIl 1 M ).- Mezclar 25 ml de

Tris-HCl 2 m, pH 7.5, 10 ml de EDTA 500 mM y 15 ml de agua bidestilada,

esterilizar en autoclave, esta solucion se usa normalmente a 1X.
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TRANSCRIPTASA REVERSA

EL KIT CONTIENE
1.- TRANSCRIPTASA REVERSA HIV-1 ( VIAL VIOLETA) Conticne
500 ng de T-R recombinante ,usa poly ( A ) . oligo (dt) como templete /primer
hibrido.
2.- SOLUCION DE INCUBACION ( TAPA AZUL) Un frasco contiene 5
ml de solucién amortiguadora pH 7.8 y es usado para preparar la mezcla de
reaccion.
3.- NUCLEOTIDOS (TAPA AZUL). Cuatro viales que contiene dUTF-
DIG (digoxigenina), dUTP-Biotinay dTTP.
4.- TEMPLETE (TAPA SIN COLOR) Contiene poly ( A ) aligo (dt)
leofilizado
5.- SOLUCION DE LISIS (TAPA SIN COLOR) Bote de polietileno que
contiene 25 ml de bufer listo para su uso ,es usado para la lisis de los viriones
y para la dilacion de la R-T HIV.
6.- ANTI-DIGOXIGENINA-PEROXIDASA (TAPA ROJA). Un frasco
contiene 10 U anti-DIG-POD, un anticuerpo para digoxigenina que es
conjugado para peroxidasa liofilizado.
7.- SOLUCION DE LAVADO CONCENTRADO (10 X) (TAPA SIN
COLOR) 3 frascos de 25 ml
8.- SOLUCION DE DILUCION DE CONJUGADO (TAPA ROJA ). Un
frasco que contiene 75 ml de soilicidn de dilucion.
9.- SOLUCION DE SUSTRATIO (TAPA VERDE). Bote d¢ plastico que

contiene 125 ml de solucidn.
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10.- ABTS SUSTRATO(TAPA VERDE). Frasco que contiene 125 mg de
sustrato.

11.- SUSTRATO ENHANCER (TAPA BLANCA ) Frasco que contiene
150 mg de sustrato.

12.- MODULOS DE 8 POZOS DE MICROPLACAS . son 7 bolsas que
contiene 4 mdodulos de 8 pozos, los pozos son precubiertos con streptavidina.
13.- ESTRUCTURA FARA LA INSERCION DE LOS MODULQOS.

14.- 10 CUBIERTAS PARA LA MICROPLACAS.

PREPARACION DE SOLUCIONES

El ensayo debe se ser realizado bajo condiciones libres de nucleasas por lo
tanto la reconstitucidn ¢ dilucion de los componentes del kit debe de ser
autoclaveado y/o DPC o Velcorin y el uso de punfilias pipetas y viales deben

ser esterilizadas y se deberan usar guantes para la realizacion del ensayo.

SOLUCION I.HIV -1 REVERSE TRENSCRIPTASA

Se disuelve el liofilisado del vial 1 (tapa violeta) en 250 pl de agua estéril (
concentracion final 2 ng/ul que corresponde a 10 mU/ul) almacenar en
alicotas a -20°C o -70°C. Con 10 pl se puede realizar una curva de

calibracion.

SOLUCION II. MEZCLA DE REACCION

113



Mezcla de reacién usando poly (A) oligo (dt) reconstituya el templete (vial 4)
en 430 plde agua. Adicionar 1 ml solucidn de incubacion (vial 2 tapa azul)
por vial de nucleotidos (vial 3 tapa azul). Adicionar 100 pl de
reconstituyente de templete para cada vial conteniendo la solucion de
nucleotidos para obtener una mezcla de reaccién lista para su uso a una
concentracion final :Tris Hel, 50 mmol/T; K¢l 290 mmol/T; MgCl, 30mmol/I;
DTT,10 mmol/I; dUTP10 mmol/T; templete 750 A, qqn/ml.

SOLUCION IIL SOLUCION DE INCUBACION.

Vial 2 tapa azul, listo para su uso.

SOLUCION 1V. SOLUCION DE LISIS.

Bote 5 tapa sin colar listo para su uso

SOLUCION V.ANTI-DIG-PEROXIDASA (ANTI-DIG-POD)
Disolver el lisado del vial 6 (tapa roja ) en 0.5 ml de agua que da una

concentracion final de 20U/ml.

SOLUCION Va. dilucion de trabajo
se diluye la solucion V (20U) con dilacion de conjugado (bote § tapa roja) a
una concentracion final de 200 nU/ml (50ul de solucion V + 4.95ml de
solucion de conjugado) .Se recomienda prepararla inmediatamente antes de

su uso se requiere 200l de solucion de trabajo por pozo.

SOLUCION VI. SOLUCION DE LAVADO
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Se adiciona 225 ml de agua al bote 7 tapa sin color.

SOLUCION VII. POD SUBSTRATO
Se disuelve el sustrato del vial 10 (tapa verde) en solucidn de sustrato (bote 9

tapa verde) y se mezcla para que este lista para su uso.

SOLUCION VIIa POD SUBSTRATO CONTENIENDO ENHANCER
DE SUSTRATO.

Si la sefial expuesta es baja se toma una alicota apropiada de solucién VI y
se adiciona 1 mg de sustrato enhancer vial 11 tapa blanca) por ml de POD y
se mezcla por 15 minutos a temperatura ambiente., esta es estable Gnicamente

por 4 horas por lo que se debe de preparar inmediatamente antes de su uso..
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