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 elimino 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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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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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
transcripcién “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 )

12 3B 3G7

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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14c 2030 4018 Baad

Figura 20. Ensayo de proteccion del RNA a la accién 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
1 2 3 % 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 €l control promotor SP6
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 inhibicion de actividad de [a transcriptasa , 84% con RNA
antisentidos contra pol y 87% con RNA antisentidos contra pX como se muestra
en la figura (Fig. 22). La diferencia entre los i:ratamientos con RNA sentido y
antisentido es de 10% (para pol) y 9 % (para pX). El efecta de inhibicion de] RNA
antisentido contra pol fue de 16 % para la actividad de transcriptasa reversa y 21%
para la produccion de proteinas totales mientras que con €l RNA antisentido contra
pX fue de 13 % y 16 % respectivamente.(Fig. 23). Se realizé la técnica de RT-
PCR pero esta técnica no proporciond pinguna informacidn sobre los niveles de
mhibicion por los elementos antisentidos, por lo que decidimos no mostrar los

datos.
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EXPRESIO
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CONTROL 3-12 SP8 312 17 56 SP6 56 T7
TRATAMIENTOS

Figura 22. Actividad de la transcriptasa reversa en células FLK-BLV tratadas con
RNA 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
o
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Figura 23. Inhibicidn de la expresion de la transcriptasa reversa y de proteinas
virales en células FLK-BLYV 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) Construccion de plasmidos para la transferencia de genes de BLV.

La construccién de los plasmidos se realizd 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

ColEl
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Construccion del plismido 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 multiple 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

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

66



CONSTRUCCION DE pVHP

SP6

17 SP6

Figura 26 Diagrama de construccién del Plasmido pVHP
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VL.- CONSTRUCCION DE PLASMIDOS PARA LA TRANSFERENCIA
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 pb y el LTR de 516 pb como se observa en la fig. 27.

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

Construccion del plasmido 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

B

T7 SP6 7 SP6

Figura 28. Diagrama de construccion de los Plasmidos pALTR y pVA
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e

Figura.29. Patr6n 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 expresiéon 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 plasmidos - = fcaracteristicas
Plasmidos originales_
1 p3-12
2 p5-6 1/3 Prot + Pol
3 pCDNA3
4 pSV-B-gal (- galactosidasa
plasmidos para expresion de RNA antisentidos “in vitre”
5 p3-12 A pX
6 p5-6.1 Pol
plasmidos para transferencia degenes . > .
p5-6 + pCDNA3
7 pVHP Pol
3-12 +pCDNA3
8 pALTR LTR
9 pVA pX
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VIIL.- INHIBICION DE LA EXPRESION DE BLYV 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 L'TR 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 expresion
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 prucba de ELISA cuantitativa)
donde se encontré en la transfeccién con pVHP (pol) un 40% de expresidn 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
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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-BLYV 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 encontr6é 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 produccioén 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 transfeccién con
inmunoliposomas.

74



% DE INHIBICION

VHP VA
TRATAMIENTO

Figura 34 . Inhibicion de la produccion de particulas virales a las 72 horas después
de la transfecciéon con inmunoliposomas.
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DISCUSION

Los liposomas son una herramienta de gran aplicacién como
acarreadores de dcidos 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, el 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, econéomica 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 lo que lo consideramos un buen vehiculo
para transportar acido 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 relacidon 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 en una relacion molar de 5:4:1 reportada por Ibaiies y
col. como su mas eficiente formulacidn, con un coeficiente de
encapsulamiento de 2.6 pg de DNA plasmidico por pMol de liposoma, este
grupo de investigadores no realizaron acoplamiento de anticuerpos a los
liposomas, nuestros inmunoliposomas con esta formula no presentaron la
capacidad de transfeccion de la formulacidn de Ibafies y col. ya que en
nuestro trabajo no adicionamos cloroquinas como inhibidores de nucleasas al
momento de la transfeccion o EDTA como un 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 Ibaiies, sin embargo no
hay reportes de la capacidad de las poliaminas para el empaquetamiento y la
proteccion del RNA, en este trabajo encontramos que 10 pM de espermidina
pueden empaquetar 5 pug 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 inhibicién inespecifica de la expresion de los genes es una de las
estrategias que se siguen por algunos tipos de drogas, sin embargo la
inhibicion de secuencias especificas de un gen es un concepto atractivo para
el desarrollo de una nueva generacion de terapéuticos entre los que se
destacan los oligonucledtidos y RNA en direccion normal de transcripeion
para formar triples hélices con accion 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 los 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 inhibicion de 13% para los
antisentidos contra pX y 16% para los antisentidos contra pol, sin embargo
estas 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 tener una concentracion constante para un
bloqueo permanente durante el tiempo del experimento. Se han analizado
oligonucleotidos antisentidos para la region pX en sistemas libres de células y
se han obtenido un 59 y 49 % de inhibicidn cuando los antisentidos son
dirigidos contra la regién 5°, un 12 % cuando son dirigidos contra la region
media del fragmento pX y no se observo ningun efecto inhibitorio contra la
porcion 3’ (11,12), en cultivo de c€lulas 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 contral, este puede ser debido a la formacion de la triple helice con el
DNA genomico inhibiendo la expresion viral, como ha sido sugerido por
Laurosky etal. (47 ).

Se realizaron nuevas construcciones para producir RNA antisentido bajo ¢l
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 transfeccion 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 inmunoliposomas fue
de 29.5% y 49.1% respectivamente y por otra parte la inhibicion 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 inmunoliposoma. La eficiencia de
los dos métodos fue equivalente por lo que el método de inmunoliposomas
ademas de ser un método aplicable in vivo 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
relacion molar de plasmidos con respecto al numero de copias del virus de la
leucosis bovina en la transfeccion, previos reportes sugieren que una efectiva
imhibicion de la replicacion viral es llevada acabo con un exceso de RNA
antisentidos en una relacion de 100 a 1000 veces mas que los mRNA

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



se requiere un exceso molar de 3:1 del plasmido 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 inhibicién 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 sistema con caracteristcas que permitiran su
aplicacion ‘in vivo’ con bajos niveles de toxicidad, debido a que nuestras
transfeciones se realizaron con inmunoliposornas sin potencializadores de la
transfeccion.

Una de las estrategias comunmente utilizadas para inhibir la expresion
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 hasta 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 este trabajo nosotros utilizamos la construccion pALTR que
contiene la secuencia LTR en el sitio de clonacién miltiple EcoRI-EcoRI
lo cual dificulta determinar su orientacién, 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 inhibicidn del 75% y como sentido presenta
una inhibicion del 60% en células CC81(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 actae
como potencializador para la transactivacion viral.(79).

Las células transfectadas fueron analizadas a las 72 horas por 2 razones
principalmente . 1) el analisis de expresion o inhibicién de la mayoria de los
plasmidos se realiza preferentemente 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 analizadas a las 72 horas

En nuestra estrategia experimental la técnica de PCR no fue de mucha
utilidad para la interpretacion de los resultados de inhibicion, posiblemente
esto se¢ debe a que la mayoria de los eventos de inhibicién se realizaron a
nivel de traduccién y no de expresion de los mRNA virales (datos no
mostrados), para la cuantificacién por la técnica de PCR se requieren ciertos
rarigos de concentracion de DNA posiblemente nos encontratmos por atriba o
por abajo de estos rangos, una estrategia seria medir concentracidn por
espectrofotometria de ¢DNA antes de la amplificacion 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 Las resultados obtenidos nos perrmten concluir

lo siguiente:

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

2. Los RNA antisentidos producidos “in vitro” bajo el promotor 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 produccidon 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 produccion de elementos antisentidos
con promotores mas fuertes como el de la timidina kinasa de herpes virus
o bien usando promotores inducibles por los mecanismos de
retroalimentacién en las infecciones virales, como la secuencia LTR de
BLV y HTLV que es inducida por la proteina tax, que si bien no
interactua directamente con el DNA, estimula una transactivacidn
asociada con proteinas del hospedero sobre elementos de respuesta
CRE/ATF, creemos que estas estrategias son buenas para la praduccion
de antisentidos en células infectadas con retrovirus. Probablemente
nuestra secuencia LTR que se encuentra en el plasmido pALTR que
incrementa la expresion de la transcriptasa reversa sea un buen inductor
de la expresién de los RNA antisentidos, por lo que es un buen
candidatos para controlar la expresion de las secuencias pol y pX que se

encuentran en los plasmidos pVA y pVHP.

Nosotros pensamos que cambiando el protocolo 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 expresién viral. La utilizacidn de los protocolos de acoplamiento de

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

riesgos de contaminacion.
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APENDICE A

PREPARACION DE REACTIVOS UTILIZADOS EN BIOLOGIA
MOLECULAR

Acetato de sodio 3 M pH 5.2 6 4.5.- Disolver 246.09 g de acetato de sodio
anhidro en 700 ml de agua bidestilada, ajustar el 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

Ib/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 !l para 100 ml de medio ) almacenar en

refrigeracion.

Azul de Coomassie (.25%.- Disolver (.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 mi de agua bidestilada en un
frasco limpio y seco, agregar 44.0 g de bicarbonato de sodio, agregar 0.5 ml
de rojo fenol 1%, aforar a un litro, afiadir 10 g de bidxido de carbono sdlido,
agitar constantemente hasta que el indicador vire a color canela pélido ( pH-

1.1- 7.3 ). Esterilizar en autoclave a 110°C durante 20 min.

Bromuroe 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 sclucion 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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Cloruro 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-HCI 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 saturacidén, el fenol debe ser
equilibrado a un pH mayor de 7.8 con hidroxiquinoleina a una concentracion
final de 0.1% ( funcidn antioxidante ).

3.- Adiadir 1 volumen de solucion amortiguadora Tris-Hel 0.5M pH y mezclar
con una barra magnetica hasta que el pH de la fase fenodlica sea mayor de 7.8
( medir con papel indicadar ).

4 - Dejar que se separen las fases y eliminar la fase acuosa utilizando una
plpeta conectada a una linea de vacio con trampa o un embudo de separacién.
3.- Repetir la misma operacidn pero utilizando solucién amortiguadora de
tris-HC1 0.1 M pH8.

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

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

ambar a -20°C, las alicuotas de feno!l 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 pl de TEMED ¥y 3.25 ml de agua
bidestilada

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

Jugo azul 6X ( contiene 0.25% de azul de bromofenol, 0.25 % de
xilencianol 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 d¢
agua bidestilada.

PBS 1X.- Disolver en 500 ml 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,HPQ,.2H,0 ) y fosfato monobdsico de potasio { KH,PO, ), aforar a 1
litro, esterilizar en autoclave a 110°C durante 20 minutos. 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 vy despositarlos en un frasco de 100 ml, adicionar 8 ml de suero fetal
hovino ( SFB ), 4 ml de bicarbonato de sodio 4.4% esteril, 100 pul de PES
estéril, aforar a 100 ml con agua tridestilada esténl. Para la preparacion del
medio esencial minimo de mantenimiento (MEMM), tomamos lo mismo que

para el MEMC solo que se le adiciona 5§ ml de SFB en lugar de 8 ml.

Medio esencial minimo para congelacion (MEMEF).- Tomar 50 ml de
SSMEM, depositarlos en un frasco esteril de 100 ml, adicionar 20 ml de SFB,
4 ml de bicarbonato de sodio 4.4% estéril, 100 ul de PES estéril, 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 sodia 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 a 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 tris Hcl, en 300 ml
de agua bidestilada y aforar a 1 litro, ajustar a pH 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 0.22 mm.

Solucidn I de minipreparacién de plismides ( 2 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
y 91.75 ml de agua bidestilada. Esterilizar por autoclave y antes de usar

disolver 2 mg de lisozima por cada ml a usar.

Solucién II de ntinipreparacién de plasmidos ( NaOH 0.2 N, SDS al 1%
).- Se mezclan 200 pl de NaOH 10 N, 8.8 ml de agua bidestilada estéril y | ml

de SDS al 10 %. Se prepara al momento de usar.

Soluciéon III de minipreparacion de plasmidos ( acetato de potasio 3 M,
acido acético 2 M ).- Se mezclan 60 ml de acetato de potasio 5 M, 28.5 ml de

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

Solucién stock de medio esencial minimoe (SSMEM).- Disolver 13.4 g de
medio esencial DULBECOS en 200 ml de agua tridestilada, aforar a 500 ml,
estenilizar por filtracidn con una membraba de poro 0.22 um, 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 um, con esto tenemos una solucion

de medio al 2X.

Solucion A de sulfato de cobre 5% para cuantificacidon de proteinas.-

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

Solucion B de tartrato de sodio y potasio 10% para cuantificacion de

proteinas).- Disolver 2 g de NaKtartrato en 20 ml de agua.

Solucion 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 [:1:100.

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 inmunodeteccion en
placas de ELISA y en membrana de nitrocelulosa.- Disolver 50 pl de
Tween-30 con 20 ml de solucion TBS y aforara 100 ml.

Solucion bloqueadora para ELISA TBS-TWEEN 0.15%.- Disolver 0,15
ml de Tween-20 con 30 ml y aforara 100 ml.

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

Soluciéon de lavado tipo A para parificacion de IgG.- Disolver 7.88 g de
Tris-HC1 (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.

Solucién de elucion 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 solucidn quedara a un pH final de 3.

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

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

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

Solucion decolorante.- Mezclar 100 ml de metanol, 100 ml de acido acético

glacial con 800 ml de agua bidestilada.

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

Solucion 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.

Solucion 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 ml de agua bidestilada, ajustar ¢l pH a 6.8 con
HCl y aforar a un litro.
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Solucion balanceada para el gel separador.- Disolver 18.165 gy 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 (.5 g de EDTA, agitar hasta que se disuelva por
completo 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 100,600 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.

Rojo 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 ebullicién 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).- Disolver
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 |

litro, estirilizar en autoclave.

TBE 10% (contiene Tris-Borato 0.089 M, acido barico 0.089 M).- Mezclar
5.400.0 g de base trizma y 2750.0 g de 4cido bdrico en 1 litro de solucidn
EDTA 500mM pH 8.

TE 100 % ( contiene EDTA 100 mM y Tris-HCl 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 dUTP-
DIG (digoxigenina), dUTP-Biotinay dTTP. "
4- TEMPLETE (TAPA SIN COLOR) Contiene poly ( A ) oaliga (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 €s
conjugado para peroxidasa liofilizado.
7.- SOLUCION DE LAVADO CONCENTRADO (10 X) (TAPA SIN
COLOR) 3 frascos de 25 ml
8.- SOLUCION DE DILUCION DE CONJUGADOQO (TAPA ROJA ). Un
frasco que contiene 75 ml de soilicién de dilucién.
9.- SOLUCION DE SUSTRATIO (TAPA VERDE). Bote de 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 mddulos de 8 pozos, los pozos son precubiertos con streptavidina.
13.- ESTRUCTURA PARA 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 reconstitucion o dilucion de los componentes del kit debe de ser
autoclaveado y/o0 DPC o Velcorin y el uso de puntilias pipetas y viales deben

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

SOLUCION I.HIY -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
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Mezcla de reacién usando poly (A) oligo (dt) reconstituya el templete (vial 4)
en 430 pl de agua. Adicionar 1 ml solucidn de incubacidn (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 reaccidn lista para su uso a una
concentracion final :Tris Hel, 50 mmol/T; Kcl 290 mmol/T; MgCl, 30mmol/T;
DTT,10 mmol/T; dUTP10 mmol/I; templete 750 A, qu/ml.

SOLUCION IIL SOLUCION DE INCUBACION,.

Vial 2 tapa azul, listo para su uso.

SOLUCION IV. 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. diluciaon de trubajo
se diluye la solucion V (20U) con dilacion de conjugado (bote 8 tapa roja) a
una concentracion final de 200 nU/ml (50ul de solucidon V + 4.95ml de
solucion de conjugado) .Se recomienda prepararla inmediatamente antes de

su uso se requiere 200ul de solucién de trabajo par 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 solucion 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 VII y
se adiciona | 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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