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1. JUSTIFICACION

Los sistemas de produccion de proteinas recombinantes han avanzado
durante las dltimas 2 décadas. Al momento, en nuestra institucién, éste tipo de
sistemas se ha jmplementado con bacterias comensales lacticas y Escherichia
coli y con la levadura Pichia pastoris, por destacar los principales. Cada
sistema de expresion cuenta con ventajas y desventajas técnicas, de
factibilidad operativa y econdmica, entre otras. Sin embargo, en la actualidad
el sistema de vectores de expresion baculovirales en células de insecto en
cultivo tiene mas ventajas con respecto a otros, dado que facilita los procesos
postraduccionales complejos de las células eucaridticas a un bajo costo.
Asimismo, se consideré de gran importancia el contar con un baculovirus que
expresara la gp120 del VIH-1, debido a su poder infectivo pandémico, y a la

poca eficiencia que han mostrado otros modelos vacunales.
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2. INTRODUCCION

Las proteinas recombinantes o heterélogas, son proteinas que han sido
producidas en un organismo diferente al que de manera natural las sintetiza,
utilizando tecnologia de ADN recombinante. Esta tecnologia ha tenido gran
desarrollo en los udltimos 20 afios, desde produccion de proteinas hasta la

generaciéon de animales transgénicos.

En general, se reconocen varios sistemas para la expresion de
proteinas recombinantes, cada uno con ventajas y desventajas inherentes al
tipo celular, la estructura y funcion del polipéptido a sintetizar, el desarrollo del
proceso a escalar y hasta factores externos, tal como el grado de

conocimientos adquiridos por el investigador.

Por otra parte, el desarrollo de una vacuna segura y efectiva en contra
del VIH es una necesidad mundial para el control de la pandemia del
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA). Aunque existen actividades
de educacion y prevenciéon, estas no han sido suficientes para detener la
diseminaciéon de la enfermedad y lograr el crecimiento sano de la poblacion
mundial. Por lo tanto, es necesario producir una vacuna contra el VIH que sea

segura y efectiva.

Una de las estrategias mas utilizada para prevenir la infeccién de
nuevas células y eliminar las infectadas por el VIH, es el uso de la
glicoproteina de 120 kDa de la envoltura del virus (gp120). Esta proteina tiene
la funcién de interactuar con los receptores de membrana de las células
blanco, para internalizar el virus; por lo anterior, es considerada como la

subunidad idénea para generar la respuesta inmune humoral y celular.

El sistema de células de insecto-vectores de expresion baculoviral, ha
sido empleado para la elaboracion de productos clinico-farmacéuticos, como
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vacunas para virus de boca y pies, jnterferén y anticuerpos monoclonales; a la
fecha se reconocen 16 proteinas recombinantes derivadas de cultivos
celulares de insectos, las cuales son cerca de la mitad de las producidas por
tecnologia de ADN recombinante aprobadas para su aplicacion en el mercado
libre, y son inocuas a mamiferos. Ademas, los bioprocesos son econémicos y
facilmente escalables, destacando por encima de lo anterior el llevar a cabo
procesos pos-traduccionales complejos, tales como la O-glicosilacion y N-
glicosilacion.

En el presente trabajo se propuso desarrollar e implementar el sistema
de produccion de proteinas recombinantes en baculovirus producidos en
cultivos de células de insecto, teniendo por objetivo el producir un baculovirus

recombinante que exprese la gp120 del VIH-1.
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3. ANTECEDENTES
3.1 SINDROME DE INMUNODEFICIENCIA ADQUIRIDA

El sindrome de jnmunodeficiencia adquirida (SIDA) es una enfermedad
producida por el Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH), que fue descrita
por primera vez en la década de los 80’s. Esta enfermedad es infecciosa y
transmisible, y se caracteriza por ser una alteracion adquirida, severa e
irreversible de la inmunidad celular, que predispone al paciente a infecciones
graves por microorganismos oportunistas y/o al desarrollo de neoplasias. Es
por esto que representa un elevado indice de mortalidad (Gottlieb y cois,
1981; CDC, 1982; Mildvan y cois, 1982 y Sonnabend, 1983).

Al igual que en otros paises, en México el SIDA representa uno de los
problemas de salud publica mas importante, por su facilidad de transmision, el
costo del tratamiento y el potencial de fallecimiento a causa del mismo (CDC,
1982). En 1983 comenzaron a reportarse los primeros casos de SIDA en
México, mismos que habian iniciado en 1981, afio en que se considera €l
inicio de la epidemia. Los primeros casos de SIDA fueron reconocidos por un
grupo de enfermedades inusuales como neumonia, causada por
Pneumocystis carinii, o el Sarcoma de Kaposi, que se presentaron en
hombres homosexuales jévenes (Sonnabend, 1983). Ademas, se observd un
patron de inmunodeficiencia clinica. Como la mayoria de los casos estaban
asociados a individuos homosexuales, se pensé que podria estar relacionado
al estilo de vida de ésta poblacion. Los casos de SIDA fueron inmediatamente
reportados en otro grupo de poblacidn, incluyendo drogadictos y hemofilicos.
Los grupos antes mencionados pudieron no estar expuestos a dosis
inmunoestimulatorias de esperma extrafio, como es el caso de los
homosexuales, sino a exposicion frecuente de ciertos antigenos tisulares o a
proteinas extrafias. En el caso de los pacientes hemofilicos, habian recibido

factores de la coagulacion de plasma obtenidos de diversos donadores,
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mientras los drogadictos llevaban a cabo el Intercambio de jeringas
contaminadas con pequefias cantidades de sangre proveniente de otro
drogadicto (CDC, 1982). Posteriormente, esta enfermedad fue observada en
individuos que habian recibido alguna transfusion sanguinea (Curran y cois,
1984; Jaffe y cois, 1984) y en nifios provenientes de madres que tenian la
enfermedad o eran drogadictas (Oleske y cois, 1983; Rubinstein y cois, 1983;
Piot y cois, 1984). Asimismo, otra observacién importante que se hizo fue que
todos estos pacientes presentaban una disminucién de sus linfocitos T

cooperadores (Masurycols, 1981).

En un principio se pensé que el agente causal de esta enfermedad
podia haber sido un microorganismo mas virulento que habia mutado, o bien
una variante genética recombinante. Ademas, se presumia que se podia tratar
del virus de la Hepatitis B, ya que se encontr6 en una gran proporcion de
homosexuales y también en personas que habian recibido alguna transfusion.
Por otra parte, también se involucr6 como patdgeno el virus de Epstein-Barr
por ser linfotropico, y a la enfermedad con el Citomegalovirus, porque estaba

asociada a una jnmunosupresion.

Diferentes investigadores (Barre-Sinoussi y cois, 1983; Essex y cois,
1983; Gallo y cois, 1983) postularon que el agente causal del SIDA podria ser
una variante del Virus Linfotropico de las Células T Humanas (HTLV),
descubierto por Gallo en 1980. Entre las razones de este postulado estaba
gue el HTLV fue el dUnico virus humano capaz de infectar a las células T
cooperadoras, ademas que también es transmitido por las mismas vias que el
agente causal del SIDA: sexual, sanguinea y vertical. El nombre que recibiod
posteriormente el agente causal fue el de Virus de Inmunodeficiencia Humana
tipo 1 (VIH-1), al que en un principio se le conocia como Virus Linfotropico de

las Células T Humanas Tipo lll (HTLV-Ill) o Virus Asociado a Linfadenopatia

(LAV).
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Después que el VIH-1 fue reconocido como el agente causal del SIDA,
se cuestiond la posibilidad de que este virus tuviera su origen en Africa, al
igual que el HTLV-l. Posteriormente, muestras de suero colectadas de
individuos africanos, en afos anteriores (1955-1965) fueron examinadas para
la presencia de anticuerpos reactivos para los componentes del VIH-1. Se
encontré una muestra positiva, la cual fue reactiva para todos los
componentes antigénicos mayores del VIH-1: gpl60, gp120, gp4l, p55, p24 y
pl7 (Essex y cois, 1997).

3.1.1 CARACTERISTICAS DEL VIH-1

El VIH-1 es un retrovirus de la subfamilia de los Lentivirus. Aunque los
lentivirus fueron uno de los primeros agentes virales conocidos, el estudio de
éstos se intensific6 después del descubrimiento del VIH-1, al igual que otros
lentivirus (Valle y Carre, 1904; Barre-Sinoussi y cois, 1983; Gallo y cois, 1984,
Gonda y cois, 1985; Sonigo y cois, 1985).

Los lentivirus son virus exégenos, no oncogénicos. Causan una
infeccion persistente (cronica al estar activos), manteniendo la enfermedad
con muy largos periodos de incubacién. Estos virus usualmente infectan
células del sistema inmunolégico (macréfagos y linfocitos T), causando
efectos citopéticos en células permisivas (Ej., sincitios) y muerte celular. Las
infecciones lentivirales no son detectadas claramente por el sistema
inmunolégico, acumulando sus dafios por un periodo de tiempo de muchos
afos. Esta caracteristica se ve reflejada en el nombre de la subfamilia. Una
caracteristica importante que no se encuentra en otros retrovirus, es su
habilidad infecciosa para células que no se encuentran en un proceso de
division. Comparado con otros retrovirus, los lentivirus tienen un gran genoma
de ARN (aproximadamente de 10,000 pb), el cual se acompafia de proteinas
adicionales; ello produce una gran proteina de envoltura glicosilada, grande y

pesada (Env), y en el caso del VIH, es dependiente de Mg2+.
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La replicacion de los lentivirus es en general toxica para la célula y
conlleva a la disfuncion celular y la muerte. Las propiedades de la estructura y
la replicacion de éstos, puede ser la razén por la cual el sistema inmune es
incapaz de eliminar la infeccibn. Muchas de las propiedades de estructura y
funcién del VIH-1 son comunes a las de todos los retrovirus. Estudios iniciales
en el virus del SIDA ayudaron a conocer la existencia de oncoretrovirus. En la
década pasada, el descubrimiento del virus del SIDA disparé estudios
detallados de su estructura, replicacion y propiedades patogénicas. Como
resultado, el VIH-1 parece ser el virus mas intensamente estudiado, del cual

tenemos un muy detallado conocimiento a nivel molecular.

3.1.2 SUBTIPOS DE VIH-1

El VIH-1 esta dividido en tres grupos, M (mayor), O (capa exterior) y N
(nuevo). El grupo M ha sido subdividido en varios subtipos A-K, éstos fueron
originalmente definidos en base a las secuencias de los genes envy gag. Los
subtipos son comunmente referidos por letras que refleja el orden en el que
ellos fueros reconocidos. En un arbol filogenético con disposicion radial, todos
los subtipos son equidistantes y manifiestan provenir de un hipotético ancestro

comun (Korber y cois, 1998).

Un grupo aun més distante de los subtipos A-K, es el designado como
O. Este se detectdé en Camerun y estd mas relacionado al VIH-1 que a VIH-2.
Aunque los subtipos pertenecientes al grupo M tuvieron un progenitor
ancestro humano, el grupo O probablemente provino de un chimpancé,
aunque algunos virus aparentemente se introdujeron a partir de poblaciones
humanas, otros presumiblemente emergieron de recombinantes de un

huésped humano uUnico (Korbery cois, 1998).
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El VIH-1 puede involucrar mecanismos donde ocurren mutaciones; los
retrovirus poseen un genoma de ARN, donde ocurre recombinacion frecuente
durante la transcripcion en reversa. El subtipo E, es un recomblnante con una
region genética gag/pol del subtipo A, pero con region de envoltura de otro

subtipo (Brodine y cois, 1997).

Una nueva variante se detectd en una mujer de Cameran, quien tenia
una cepa viral que no fue detectada por las pruebas para los dos grupos
conocidos del VIH-1 (grupo My O). La cepa del virus conocida como YBF30,
reacciond positivamente en una prueba para las cepas del virus de
Inmunodeficiencia del Simio (SIV), aislada de un chimpancé en Gabdn.
Cuando el genoma fue secuenciado, el resultado confirmd que pertenecia a
un grupo desconocido, el cual se denomind grupo N (new) (Balter, 1998;

Simén y cois, 1998).

Aproximadamente el 50% de todas las cepas reportadas pertenecen al
subtipo B, 16% al subtipo A, 9% al C, 10% al D, 10% al E y en muy baja
proporcion al resto de los subtipos F, Gy H (Burke y McCutchan, 1997).

El subtipo B es el mas estudiado, principalmente porque los virus de
este subtipo representan la vasta mayoria de los subtipos circulantes en el
mundo occidental. La clara predominancia de los distintos subtipos en ciertos
paises, permite hacer algunas inferencias acerca de la diseminacién del VIH-
1. Por ejemplo, qué la epidemia en Latinoamérica y Europa occidental, donde
predomina el subtipo B, pudieron haberse originado en los Estados Unidos, en
donde el subtipo predominante también es el B. La distribucion de los subtipos
es muy amplia. En la Tabla 1 se menciona la distribucion global de los

subtipos por regiones (Korber y cois, 1998).
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Tabla 1. Distribucién global de los subtipos de VIH-1

REGION ALTA MODBEAFffADA A MUY BAJA
PREVALENCIA PREVALENCIA PREVALENCIA

Norte América B A,C,D,E,O
Europa Occidental B A.C.D.F.G
Centroamérica B
América del Sur B F C
Europa del Este B A,C,D,F.G
Africa del Oeste A C, D
Africa central A C,DEFG,H,O0 B
Africa del este A D
Cuerno de Africa C A
Sud Africa C B D
Sudeste de Asia E B C
Sur de Asia C B A E
Oeste de Asia C
Australia B

El subtipo B también se detecta en México (Soler-Claudin y Gudino-
Rosales, 1995; Gudino y cois, 1996; Soto-Ramirez y cois, 1996; Vazquez-
Valls y cois, 1996; Soler-Claudin y Gudino-Rosales, 1998; Vazquez-Valls y
cois, 1998) como en otros paises del continente Americano (Cabello y cois,
1995; Warren y cois, 1995; Campodonico y cois, 1996; Sabino y cois, 1996;
Candal y cois, 1997; Lara y cois, 1997; Renjifo y cois, 1999). Los datos
epidemiolégicos de varios de estos estudios revelaron que el subtipo B esta
comunmente asociado a la transmisibn homosexual y al uso de drogas
(Renijifo y cois, 1999). Sin embargo, los subtipos C y E, que son los subtipos
prevalentes en el Sur de Africa, India y Tailandia, estan relacionados con la
transmisién heterosexual (Essex, 1994). Esto ha llevado a pensar que ciertos
subtipos pueden tener diferentes propiedades fenotipicas, resultando en una
ventaja selectiva por una via de transmision dada (Van Harmelen, 1997). En
Tailandia por ejemplo, donde los subtipos By E estan presentes, el subtipo E
parece ser mas facilmente transmitido por via heterosexual que el subtipo B
(Kunansont y cois, 1995). No hubo introducciones de otros subtipos de VIH-1

A, C, Dy E, como los reportados en Estados Unidos y en Europa Occidental
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(Artenstein y cois, 1995; Brodine y cois, 1995; Clewey y cois, 1996; Fransen y
cois, 1996).

Con respecto a la Investigacion sobre SIDA, particularmente en México,
durante los ultimos afios, se han realizado estudios para determinar las cepas
de VIH que predominan en el pais. Estos demuestran que pertenecen al VIH-1
subtipo B (VIH-1, B) (Rivera-Morales y cois, 2000). La region C2-V5 del virus
fue secuenciada de 67 muestras estudiadas; éstas fueron registradas en la
base de datos del banco de genes con el nimero de acceso AF200855-
AF200921.

3.1.3 GENOMA Y ESTRUCTURA DEL VIRION

Los retrovirus son virus envueltos, de cadena sencilla de ARN positiva.
Portan una enzima Unica, la transcriptasa reversa (TR), que convierte su
genoma de ARN a un provirus de ADN, el cual es integrado en el genoma
celular. En la Figura 1 se puede ver que la envoltura viral es una bicapa
lipidica, producida por la membrana plasmatica celular y contiene
protuberancias de glicoproteinas virales Env. El nucleo (core) de la particula
viral, esta compuesto de la proteina de la capside p24 (CA) y contiene el ARN
viral y las enzimas. Todos los retrovirus tienen tres regiones codificantes en
comun: gag, poly env, las cuales codifican proteinas de la capside (Gag), las
enzimas virales necesarias para la replicacion (Pol) y las glicoproteinas
externas (Env) que brotan de la envoltura viral, y son responsables de la
infectividad de la particula viral, por la via de unién a receptores celulares
especificos (Figura 2). Las enzimas virales codificadas por pol son la TR, la
integrasa (IN) y la proteasa (PR). Los retrovirus tienen un sitio promotor y un
sitio de poliadenilacién en los LTR’s (long terminal repeats). Una excepcién a
esta regla ha sido recientemente reportado ya que se detectd un promotor
interno en los espumaretrovirus (Lochelt y cois, 1993; Campbell y cois, 1994;

Lochelt y cois, 1995). La localizaciéon de la sefial de poliadenilacion y su sitio
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procesado, parecen seguir una poliadenilacion eficiente solo en el extremo 3’
del LTR. En algunos retrovirus, esto es reemplazado por la localizacion de una
sefial de poliadenilacibon AAUAAA dentro de la regibn U3, mientras en otros,
una estructura secundarla especifica es responsable de la formacion de un
sitio de poliadenilacion eficiente. En VIH-1, se han propuesto los elementos de
la region U3 y U5 como los responsables de la poliadenilacion en el extremo
3’ del LTR (Bohnlein y cois, 1989; Brown y cois, 1991; Valsamakis y cais,
1991; DeZazzo y cois, 1992). La produccibn de muchas proteinas de un
transcrito primario sencillo requiere de diferentes estrategias por parte de los

retrovirus:

(@ la generacion y procesamiento proteolitico de poliproteinas
precursoras,

(b) supresion del terminador de la traduccion,

(c) un splicing alternativo del transcrito primario, y

(d) RNAm’s bicistronicos productores de dos proteinas.
Las proteinas adicionales expresadas por el VIH-1 son cada una para:
1) formar parte de la particula viral (Vif, Vpr, Vpx),
2) regulacién directa de la expresion de genes virales (Taty Rev), o

para interactuar con la maquinaria celular y promover la

propagacion del virus (Vpu y Nef).
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Figura 1. Estructura del VIH-1. Se
puede observar de afuera hacia

adentro: a) protena de
superficie gpl120, b) bicapa de
fofolpidos, C) enzima
transcriptasa reversa, d)

cpside, e) matriz, f) protena
transmembranal gp4l, g) 2
cadenas de ARN cadena ().

© 2001 Garland Publishing

Las proteinas adicionales incrementan la complejidad de la
organizacion y la expresion del VIH-1 y de otros lentivirus. Por esto se ha
propuesto que los lentivirus sean incluidos en un subgrupo de retrovirus
llamados retrovirus complejos, junto con el virus HTLV en la familia de los
oncoretrovirus de primates (Cullen, 1991; Myers y Pavlakis, 1992). Las
caracteristicas distintivas de los retrovirus complejos es su habilidad para
regular su propia expresion por la via de factores proteinicos codificados por
virus. Esta propiedad se ha propuesto como esencial para la asociacion de
largo término de los retrovirus complejos con el huésped y la generacién de

infecciones activas cronicas.

Figura 2. Distribuci6 del genoma del VIH-1.
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formacion de la primera cadena del ADN, usando el ARN como molde (Essex
y cois, 1997).

La sintesis de la segunda cadena complementaria del ADN requiere la
accion de la ribonucleasa H. La doble cadena asi generada, es integrada por
medio de la integrasa viral en el genoma de la célula, aunque parte del ADN
formado puede persistir en el citoplasma de la célula sin integrarse, dentro del
genoma celular (Essex y cois, 1997). Se cree que en los linfocitos, este ADN
no integrado podria producirse por la entrada de mdultiples viriones en la
célula. También se sabe que la copia del material genético del VIH como ADN
se almacena en el citoplasma de la célula (latencia preintegracion) y se va
integrando en los cromosomas de la célula a medida que pasa el tiempo, o
bien como consecuencia de estimulos sobre la célula. La integracion del ADN
proviral en el genoma celular puede depender del estado de activacion de la

célula.

El proceso de retro-transcripcion y de integracion no sélo dependen de
los factores del VIH, ya que en ellos juega un papel importante la propia
activacion celular. Una vez integrado en el material genético de la célula, el
provirus puede permanecer latente o empezar un proceso de replicacion de
una forma limitada o masiva, en cuyo caso se ocasionaran efectos citopaticos
sobre la célula; mientras que en la latencia, producida tras la integracion del

provirus, no se producen alteraciones patoldgicas.

Diversos factores, tales como la exposicibn a antigenos, mitégenos,
citoquinas o virus heterélogos, pueden activar la célula y producir una cascada
de fendbmenos que inducen la expresion del genoma viral. Estos factores,
entre los que el factor activador de la transcripcion de la sintesis de
inmunoglobulinas, llamado factor nuclear kB (NFkB), es el principal factor
regulador que induce el proceso de transcripcién del VIH a partir de su estado

de latencia, llevan a una nueva transcripcion que supone la sintesis de ARNm
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del virus a partir del ADN proviral integrado en la célula. Este ARN se sintetiza
como un unico transcrito que debe ser transportado al citoplasma de la célula,
para procesarse en transcritos separados de diversos tamafios y en los que
son de fundamental importancia las proteinas Taty Rev (Essex y cois, 1997).

Se piensa que el resto de acontecimientos requieren sefales
especificas, sin las cuales sélo se forman particulas virales inmaduras sin
ARN viral. El ensamblaje del core ocurre en la membrana celular y parece
comenzar con la asociacion de la proteina pl7 de la matriz, con el dominio
citoplasmatico de la proteina gp4l. También parece que el clivaje de las
proteinas del core se produce a partir de poliproteinas precursoras durante la
formacion de la particula y después de ella. La sintesis de las proteinas de la
envoltura viral se producen en el reticulo endoplasmico de la célula huésped a
partir de la gpl60; ésta, en el aparato de Golgi, es escindida por una proteasa
para producir gp120 y gp4l, antes de trasportarlas a la superficie de la célula

(Essex y cois, 1997).

La estructura del virion maduro, incluye una membrana que sostiene las
proteinas virales gp120 y gp4l, ademas de varias proteinas celulares, un area
central (core) que contiene ARN viral, TR e IN. Otras proteinas no son
empaquetadas en los viriones y sélo toman parte en los pasos que preceden a
la liberacion de los virus. El esquema general del ciclo se puede seguir en la

Figura 3.
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Figura 3. Ciclo replicativo del VIH-1.
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Se piensa que la vida libre de los viriones es muy corta,
aproximadamente de ocho a 12 horas, y que en 62 horas se realiza un ciclo
viral completo, con salida desde la célula infectada, vida libre, entrada a otra
célula, replicaciéon intracelular y salida de viriones maduros. Se ha calculado
que cada célula infectada produce del orden de 104 a 105 particulas virales,
muchas de las cuales no son defectuosas, estimandose que un 1% del total
de los linfocitos del organismo se infectan de novo cada dia (Essex y cais,
1997).

3.1.5 PRODUCCION DE VACUNAS CONTRA EL VIH

La variacion genética del VIH ha dificultado, hasta ahora, el desarrollo
de una vacuna contra el SIDA. Desde los primeros intentos por crear una
vacuna para VIH en 1987, se han estudiado 28 diferentes vacunas
preventivas alrededor del mundo. Estas investigaciones han progresado,
enfocandose en proteinas de envoltura y en el papel de anticuerpos.
Actualmente, se ha incrementado la atencion en la importancia de los
linfocitos T citotoxicos (CTLs). Las nuevas estrategias en la elaboracion de
vacunas se basan principalmente en la produccién de anticuerpos anti-VIH y

en la activacion de una respuesta por parte de los CTLs.

Existen varias razones estratégicas y cientificas que apoyan los
esfuerzos para el descubrimiento y desarrollo de una vacuna para el VIH, las
cuales incluyen:

a) la inmunizacién, la cual es un método bien establecido de prevencion
contra enfermedades virales,

b) la transferencia pasiva de anticuerpos antiVIH o antiSIV a chimpancés
0 monos ha sido capaz de prevenir la infeccibn bajo ciertas
condiciones,
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¢) algunas vacunas contra el VIH y retrovirus relacionados han protegido
en contra del VIH en ciertos modelos animales,

d) a lafecha se sabe que varios candidatos de vacunas contra el VIH han
sido seguros e inmunogénicos en estudios con humanos, y

e) se ha sugerido, mediante modelos bioestadisticos, que aiun a una
intervencion preventiva parcialmente efectiva, podria tener un gran

efecto en contra de esta epidemia (Gellin, 1998).

Con los resultados recientes de avances cientificos, muchos de los
obstaculos para el desarrollo de vacunas no son tan importantes como se
pensaba anteriormente. Por ejemplo, por mucho tiempo se habia temido que
la variacion del VIH entre las poblaciones e individuos, permitiria al virus
evadirse de respuestas de anticuerpos y de los CTL’s, que pudieran ser
esenciales para la proteccion en contra del virus de inmunodeficiencia
humana (VIH/SIDA) (Hu y cois, 1986). Estudios recientes sobre los receptores
del VIH han revelado la presencia de varios co-receptores, que incluyen al
CCR5 y al CXCR4, los cuales son utilizados por el VIH, y que eventualmente
podrian formar la base para el desarrollo de vacunas, las cuales pudieran
inducir anticuerpos para la neutralizacion de un amplio rango de cepas de
VIH. Ademas, con nueva metodologia se ha visto que los CTLs aislados de
enfermos del SIDA con un subtipo de VIH especifico, pueden reconocer
células representativas de otros subtipos y de otras regiones geograficas
(Race y cois, 1995).

Los CTLs de individuos vacunados, usualmente pueden reconocer
diferentes variantes genéticas de VIH. Esto sugiere que si los CTLs (u otras
células T con actividad antiviral) son criticos para el control o la erradicacion
de infecciones por VIH, una vacuna podria inmunizar a una poblacién diversa

contra muchas cepas diferentes de VIH.
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Entre las estrategias de vacunas experimentales contra VIH se

encuentran las siguientes:

* Vacuna de subunidades: una parte de la superficie de VIH, como gp120

0 gpl160, producida por ingenieria genética.

 Vacuna através de un vector activo: un virus como vaccinia modificado
de manera que no produzca la enfermedad, pero capaz de transportar

uno o varios genes que produzcan una o mas proteinas del VIH.

» Combinacién de vacunas: usando un vector recombinante para inducir
la respuesta inmune celular seguida por la inyeccion de subunidades

para estimular la produccion de anticuerpos.

* Vacuna de péptidos: fragmentos de proteinas conocidas (péptidos) del
VIH sintetizados quimicamente para estimular la respuesta inmune

especifica al VIH.

e Vacuna de pseudovirién: un VIH no infeccioso que tiene una 6 mas,

pero no todas, las proteinas del VIH.
* Vacuna de virus atenuado: en donde el VIH ha sido inactivado por
métodos quimicos, irradiacion o algun otro medio de manera que éste

no sea infeccioso.

* Vacuna de virus inactivados: en donde al VIH activo se le ha quitado

uno 6 mas de sus genes reguladores.

« Vacuna de DNA: es la inyeccién directa de genes codificantes de
proteinas del VIH.
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Los CTLs son invariablemente inducidos por MHC | a través de la
presentacion de los epitopes de las proteinas codificadas por los genes
transferidos, lo que da lugar al reconocimiento de células viralmente
infectadas y su posterior destruccion (Davis y cois, 1995). La estrategia de
este tipo de vacunacién profilactica es inducir la respuesta inmune humoral
frente a la envoltura del virus y bloquear su entrada a las células, ésto
permitiria disminuir la infeccién viral 6 evitar que el virus se disperse por todo
el organismo. El gen de la glicoproteina de envoltura puede ser aislado de un
genoma viral, clonarse y expresarse en un vector adecuado para su

aislamiento (Michel y cois, 1995).

3.2 BACULOVIRUS SILVESTRE

El genoma de los baculovirus es relativamente grande (80,000-230,000
pb), es doble cadena circular y superenrollado (Miller, 1996). El nombre de
baculovirus proviene de su forma de baston o barra, tienen un didmetro de 40-
50 nmy 200-400 nm de largo. La familia Baculoviridae incluye dos géneros de
virus liticos, los Granulovirus (GNV) y los Nucleopoliedrovirus (NPV) (Volkman
y cois, 1995). Los GNV se caracterizan por tener sélo un viriébn ocluido dentro
de una matriz proteica de granulina; ésta matriz es un cristal ovicilindrico. Los
NPV se caracterizan por la presencia de mdultiples viriones embebidos en
cuerpos de oclusién, formados en el nucleo de las células infectadas. Los
cuerpos de oclusién estan formados de una matriz cristalina poliédrica
compuesta de una proteina de 29 k-Da conocida como poliedrina. Dentro de
los NPV, éstos se dividen en multiples cuando hay dos o mas ADN por virion
(MNPV), o sencillos (SNPV) si es solo un ADN por virion. Al menos se han
identificado cerca de 498 NPV y de 135 GNV (Volkman y cois, 1995).

Los baculovirus son usualmente patdégenos de artropodos,
particularmente de insectos holometabolos de los ordenes Lepidoptera,
Diptera, Hemiptera, Himendptera, Coledptera y crustaceos Decapodos.
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Asimismo, sOlo pueden infectar a unas pocas especies estrechamente
relacionadas dentro de un género o familia, siendo los estadios larvales los
mas susceptibles (Miller, 1996; Vaughn, 1999). Por ejemplo, el NPV de
Bombix mori (SmNPV) tiene un rango limitado de hospedero a células de
Bdmbix mori. Por otra parte, el NPV de Autographa californica (AcNPV) puede
replicarse en cerca de 30 lineas celulares aisladas de diferentes especies de
lepidépteros (Luckow, 1991; Vialard y cois, 1995). Por lo cual, es por mucho el
NPV més utilizado para la produccién de proteinas heterdlogas, aunque otros
como el de SmNPV o 7nNPV también se emplean. Otra ventaja para el
AcNPV es que ya se conoce completamente su secuencia gendémica (Ayres y
cois, 1994).

3.2.1 CICLO REPLICATIVO DEL BACULOVIRUS SILVESTRE

El ciclo replicativo tipico de los baculovirus se divide en cuatro etapas,
dependiendo la expresién de genes: inmediatamente temprana (a), temprana
tardia (P), tardia (y) y muy tardia (5) (Granados, 1980; Blissard y Rohrmann,
1990; Luckow, 1991; O'Relly y cois, 1994). Después de ser consumidos por el
insecto los viriones ocluidos, la matriz proteica de poliedrina es disuelta, y los
viriones son liberados y absorbidos por las células epiteliales intestinales
(Granados, 1980; Blissard y Rohrmann, 1990). A partir de este momento,
inicia la fase a del ciclo infeccioso. Durante esta fase los genes virales son
transcritos y traducidos, utilizando los factores de replicacion del huésped.
Durante la fase p ocurre el reordenamiento del citoesqueleto y nucleo, la cual
se caracteriza por la degradaciéon del genoma del hospedero. En la fase y
inicia la replicacion del DNA viral, el ensamblaje de la nucleocpside y la
infeccién secundaria. Por ultimo, la fase muy tardia de infeccion (5) inicia con
la transcripcion de la poliedrina y el de la proteina pl0. Los virus en
ensamblaje cesan su movimiento y se inicia la acumulacién de viriones en el
nucleo, donde son ocluidos en la matriz de poliedrina.
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3.3 SISTEMAS DE EXPRESION DE PROTEINAS RECOMBINANTES

La expresion de genes heterdlogos (recombinantes) es de gran interés
para la produccién de proteinas con importancia farmacéutica por el uso
terapéutico o comercial, como es el caso de muchas enzimas (Dominguez y
cois, 1998) Para lograr esto, la tecnologia de ADN recombinante ha jugado un
papel fundamental para el desarrollo de la biotecnologia de proteinas, ya que
gracias a ésta, ha sido posible producir proteinas dificiles de obtener por
métodos tradicionales, ya sea por la dificultad de ser aisladas en cantidad o
porque son proteinas redisefiadas que no se encuentran en la naturaleza

(Escamilla-Treviiio, 1999).

En sus principios, para la produccion de proteinas recombinantes se
empled la bacteria Escherichia coli. EIl dominio de E. coli s6lo se considerd
como un reflejo del conocimiento e informacion acerca de los sistemas
genéticos y bioguimicos acumulados por varias décadas de investigacion. Sin
embargo, como la naturaleza de las proteinas recombinantes expresadas se
volvib mas compleja y como los sistemas de transformacion fueron
establecidos en cada vez mas especies, se desarrolld una gran variedad de
hospederos; entre ellos, cabe mencionar muchos procariétes, hongos,
levaduras, cultivo de células de insecto y de mamiferos, hasta plantas y

animales transgénicos (Dominguez y cois, 1998; Escamilla-Trevifio, 1999).

3.3.1 Sistema de Expresién en Bacterias; Escherichia coli

La bacteria E. coli, ha sido considerada la opcion perfecta por multiples
razones. Es un organismo unicelular que se reproduce principalmente por via
asexual. La simplicidad del microorganismo hace que sea facil y barato el
trabajarlo. Su fuente de alimentacion es simple y no requiere factores
especiales para su crecimiento y mantenimiento. Tiene un ciclo de crecimiento
rapido que permite un incremento rapido en el tamafio de la poblacion,
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duplicando su poblacion en una hora. Puede contener los pldsmidos, que

pueden ser facilmente aislados y manipulados.

Al ser un procariote, carece de organelos; esto le confiere desventajas
en la produccién de proteinas recombinantes, ya que en los organelos es
donde ocurren las modificaciones postraduccionales de las proteinas, las
cuales son en la mayoria de los casos, las que le confieren la forma funcional
protéica. La proteina recombinante es conservada dentro de la bacteria en
vacuolas llamadas cuerpos de inclusién, los cuales llegan a ser téxicos para
las células, dada la cantidad de proteina acumulada generando la
degradacion de la misma por accién de las proteasas. Una desventaja mayor
presentan los procariotes, ya que con el tiempo, no conservan la informacién
genética transferida en vectores plasmidicos para expresar las proteinas; por
lo tanto, requieren que la informacidén genética sea estable al incorporarla al
ADN bacteriano, resultando muchas veces en el apagado de genes
estructurales (Dong y Kurland, 1996).

3.3.2 Sistema de Expresion de Eucariotes: Levaduras

Derftco de \as \evaduras, Pichia pastoris es cor\s\derada como \a mas
importante en sistemas de expresion de proteinas recombinantes. P. pastoris
es una levadura industrial metilotrépica, se caracteriza por tener la capacidad
de crecer a una muy alta concentracion celular en medios simples. Se pueden
obtener grandes cantidades de proteina intracelular, tiene una alta capacidad
de secrecion de proteinas en medios libre de proteinas, los procesos de
fermentacion son sencillos a alta densidad celular, es genéticamente estable y
los procesos pueden ser facilmente escalables sin perdidas en la produccién
de proteina (Romanos, 1995).

Probablemente, el problema mas comun es la protedlisis de los
péptidos secretados, asi como la secrecion deficiente de proteinas complejas,

dado que la secrecion de proteinas recombinantes es mas demandante en
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comparacién con la expresion intracelular. Se ha observado, asimismo, que
algunos genes no producen una proteina detectable, muchas de las veces a
causa de que los terminadores de la transcripcion en las levaduras resultan en
un ARNmensajero trunco. Sin embargo, tal vez el mayor problema es el
sistema de activacion dependiente de metanol, que no permite el cultivo
continuo seguro por la inestabilidad provocada por el alcohol (Romanos,
1995).

3.3.3 Sistema de Expresion de Eucariotes: Células de Mamifero en
Cultivo

Ha sido dificil de llevarse a cabo la expresion regulada de proteinas
recombinantes de interés en células de mamiferos, pero es vital cuando la
proteina estudiada es potencialmente toxica para la célula huésped. Solo la
complejidad que compone las células de mamifero tan especializadas, puede
pensarse que garantiza los procesos de plegamiento y configuracion
tridimensional de las proteinas recombinantes; sin embargo, este hecho no
resulta como buena garantia. Uno de los mayores retos al utilizar sistemas de
expresion de mamiferos son los costos generados, ya que deben garantizar el
aporte de C02, medios adicionados con antibioticos, medios enriquecidos con
suero fetal bovino, y a pesar de todo lo anterior, se mantiene el riesgo de que
la proteina de interés producida esté acompafiada de pirdgenos nocivos al
humano. En general, se reconocen tres diferentes sistemas de expresion
inducibles en células de mamifero: el sistema inducible por Lac, el sistema de

expresion regulado por tetraciclina y el sistema inducible por ecdisona.

Una de las mayores ventajas del sistema inducible por Lac, es el estar
basado en el operdn /ac, un operén regulatofio bacterial bien caracterizado. El
inductor sintético es el IPTG, no es toxico y es transportado rapidamente
dentro de la célula eucarittica, permitiendo que el tiempo de induccion sea
muy corto, de 4 a 12 h. Una de las desventajas del sistema es que no se logra

un buen plegamiento de la proteina de interés debido a los altos niveles
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basales de expresion, otra desventaja es que son limitados los vectores

disponibles para insertar genes de interés ya que solo hay dos vectores.

El sistema de expresién regulado por tetraciclina estad basado en el
operon bacterial tet que es bien conocido, la induccién o represion del sistema
requiere tetraciclina a dosis bajas no toxicas y facilmente transportables al
interior de la célula. Asimismo, se pueden generar ratones transgénicos con
éste sistema. Sin embargo, en este sistema se han detectado altos niveles

basales de proteinas recombinantes, y ha sido dificil generar clonas estables.

El sistema inducible por ecdisona estd basado en la via de muda del
insecto Drosophila, como la regulacién es muy fuerte no se observan niveles
bésales de expresion. La induccion es fuerte por un analogo de la hormona
esteroidea ecdisona, se pueden regular los niveles de expresion y el
plegamiento de la proteina es muy similar a la silvestre. Las desventajas del
sistema son el que es un sistema de seleccion dual, al requerir dos vectores
para generar las clonas estables, y el ser un sistema relativamente nuevo, por

lo tanto, se desconocen muchas de sus utilidades (Russell, 1998).

3.3.4 Sistema de Expresion de Eucariotes: Células de Insecto-Vectores

de Expresion Baculovirales

Los cultivos de células animales han ganado una posicion suprema en
la biotecnologia moderna, como evidencian el amplio mercado emergente y
las importantes aplicaciones terapéuticas, profilacticas y diagnosticas que
tiene las proteinas producidas por esta tecnologia. De hecho, al menos se
reconocen a la fecha 16 proteinas recombinantes derivadas de -cultivos
celulares, las cuales son cerca de la mitad de las producidas por tecnologia de
ADN recombinante aprobadas a la fecha para su aplicacion en el mercado
libre (Palomares y cois, 2001). Asimismo, cerca de 100 proteinas producidas
de cultivos de células animales se encuentran en etapa de estudio clinico, y
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se espera que mas de la mitad de las nuevas proteinas terapéuticas requieran
células animales para su produccién. La expresion de genes en células
animales se requiere dado que la actividad in vivo de muchas proteinas
recombinantes depende en gran medida de las complejas modificaciones
postraduccionales, las cuales sélo pueden ser llevadas a cabo por células
eucaridticas superiores (Gooche y cois, 1991). Las células de mamiferos son
preferidas para aplicaciones humanas, debido a que las modificaciones
postraduccionales son muy parecidas a las observadas en las proteinas
humanas. Las tecnologias de cultivo de células de mamiferos han
evolucionado de forma importante en los dltimos 20 afios. Sin embargo, aun
presentan varios retos importantes, como pueden ser la seleccion,
transfeccion y la ampliacion de lineas celulares estables y con alta produccién,
lo cual es laborioso y consume tiempo. Mas alla, las concentraciones y
producciébn son en general bajas, mientras que todos los costos del
bioproceso suelen ser tan altos como al de otros sistemas de expresion, como
los de procariotes, eucariotes menores, y plantas y animales transgénicos.
Debido a todo lo anterior, existe un reto permanente en mejorar los sistemas
de expresidon con las ventajas de los cultivos de células de mamiferos, pero
sin sus desventajas. Entre las diversas opciones, el sistema células de
insecto-vectores de expresion de baculovirus (IC-BEVS por sus siglas en

inglés) representa una alternativa muy prometedora.

La produccion de proteinas heterélogas por el IC-BEVS consiste en dos
etapas, donde primero las células de insecto crecen a una concentracion
deseada y entonces son infectadas con el baculovirus recombinante que
contiene el gene que codifica para la proteina de interés. El origen del cultivo
de células de insecto inici6 en los primeros afios de 1960, cuando fue
establecida la primera linea celular de insecto (Grace, 1962). Los primeros
baculovirus al principio fueron propagados en células de insecto (in vivo) con
el propésito de producir bioinsecticidas. En los afios 1950’s, se llevaron a cabo
extenuantes pruebas sobre la bioseguridad del uso de baculovirus como
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bioinsecticida, siendo en 1975 cuando ia Agencia de Protecciéon Ambiental de
los Estados Unidos (EPA) registrd el primer baculovirus para tal uso
(Chakraborty, 1995; Maeda, 1995; Teakle, 1995; Wood, 1995; Miller, 1996),
siendo hasta el afio de 1983 cuando se logré por primera vez construir el
primer baculovirus recombinante, destacando el trabajo de Smith y cois.
(1983) quienes realizaron cambios estructurales al gen de la poliedrina para
lograr producir la proteina (3-Interferén (Smith y cois, 1983), logrando con tal
tecnologia abrir un nuevo campo de investigacion y desarrollo. De tal forma
gue el interés inicial en la produccibn de bioinsecticidas se expandio,
incluyendo el mejoramiento de éstos y el de nuevas aplicaciones, de manera
particular en el area médica y farmacéutica. A la fecha, los baculovirus
genéticamente modificados han resultado como potentes vectores para
expresar proteinas heterélogas en células de insecto, en condiciones in vivo e
in vitro. Asimismo, en investigaciones recientes ha quedado demostrado que
los baculovirus recombinantes pueden expresar los genes heterélogos en
hepatocitos humanos (Hofrann y cois, 1995). Esta aplicacion ha dejado al
descubierto una nueva linea de estudio para los vectores baculovirales como
terapia génica; sin embargo, también se cuestiona el riesgo potencial que
puede ser el uso de estos organismos recombinantes en agricultura (Hofrann
y cois, 1995; Richards y cois, 1998).

Al ser comparado con otros sistemas de expresion, el IC-BEVS
presenta importantes ventajas, entre ellas la velocidad de cultivo y cosecha, la
simplicidad del bioproceso, la poca reactividad, versatilidad, el alto nivel de
expresion y la capacidad de llevar a cabo procesos postraduccionales, entre

otras ventajas (Ver Tabla 2).
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Tabla 2. Caracteristicas relevantes del IC-BEVS

Seguridad

» Rango de infectividad restingido a artrépodos.

» Las células de insecto no se consideran transformantes, por lo tanto el riesgo

de transmision de componentes promotores del cancer es reducido.

 Hay muy baja probabiliad de que las células de insecto contengan virus

peligrosos para el humano u otros mamiferos.
Rapidez, simplicidad y confiabilidad

e La construccion de un baculovirus recombinante confiable es simple y rapida.

* No se requiere transfecciones de lineas celulares, seleccion o screening

sucesivos.

» Se requiren periodos cortos de tiempo para obtener cantidades substanciales
de la proteina heterdloga.
Versatilidad

* Se han producido 500 diferentes proteinas recombinantes funcionales.

» Permite el empaguetamiento y expresion de genes de gran tamafio.

* Se pueden producir proteinas multiméricas, o0 sea, puede expresar varias

proteinas clonadas simultanamente.

» Puede distinguir splicing en jntrones/exones, asi, puede expresar genes sin

splicing.

» La proteina heterdloga puede ser transportada a su localizacion celular

natural.
Altos niveles de expresion

» La proteina heterdloga puede llegar a ser el 50% de la proteina total celular.

 En comparacién con sistemas de células de mamiferos, puede producir

proteina heterdloga de 20 a 250 veces mas.

* La concentracion mas alta reportada de proteina heteréloga que pudo ser

obtenida es de 500mg/L
Modificaciones postraducionales
Las proteinas heterdlogas pueden experimentar: N- y O-glicosilacion, fosforilacion,
acilacion de é&cidos grasos, a-amidacion, amidacién N-terminal, carboximetilacion,
isoprenilacion, folding, corte de péptido sefial, corte de sitio proteolitico, aungque
pueden existir algunas diferencias con la proteina silvestre.
Caracteristicas convenientes para bioprocesos

» Las células de insecto facilmente se adaptan a cultivos en suspension.

» H proceso puede ser facilmente escalable.

e B control de la expresion se puede llevar al manipular el tiempo y la

multiplicidad de infeccion.

* Se puede utilizar la fusion de proteinas para facilitar los procesos de

purificacién y/o monitoreo de la proteina.

* Los promotores muy tardios permiten la expresion en genes con productos

citotoxicos recombinantes.

Como resultado de lo anterior, se han incrementado durante la Gltima

década las publicaciones cientificas y las patentes sobre desarrollo de
productos que se expresan con éste sistema (Luckow, 1991; Palomares y
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Ramirez, 1998). No obstante, aln es necesario aprender y mejorar el sistema
IC-BEVS. La generacion de las modificaciones postraduccionales de las
proteinas es indispensable si se desea dirigir el uso del sistema con fines

terapéuticos.

3.3.4.1 LINEAS CELULARES DE INSECTOS

La linea celular mas comun es la derivada de los lepidépteros
Spodoptera frugiperda, Trichoplusia ni y Mamestra brassicae. En particular,
las clonas S/9 y S/21 obtenidas de S. frugiperda son las mas utilizadas para la
produccién de proteinas recombinantes (O'Relly y cois, 1994), aunque auln
otras lineas celulares muestran un mejor potencial. La linea celular HighFive
(Invitrogen, T-ni BTI-TN-5b1-4) ha demostrado un buen potencial, al obtenerse
de ella una alta concentracion de proteina heter6loga en comparacion con
S/9.

3.3.4.2 BACULOVIRUS RECOMBINANTE

La matriz de poliedrina es indispensable para la sobrevivencia del NPV
en medio natural, pero esta no es requerida en cultivos celulares de insecto.
De esta manera, un gene de interés puede ser colocado en el lugar del gene
de la poliedrina (polh); asi, el control de su expresion sera por el promotor
fuerte de la polh; sin decrementar el ciclo replicativo del virus desnudo. Al
llevar a cabo la infeccibn de células de insecto con cualquier baculovirus
recombinante, se obtienen grandes cantidades de proteina recombinante,
debido a que el promotor polh es muy fuerte. Los primeros en iniciar esta
estrategia fueron los del grupo de Smith y cois (1983), aplicada a la
produccién de jnterferon p-humano recombinante en células de insecto. A la
fecha, son mas los genes que han sido expresados en el sistema IC-BEVS y
se exponen bajo el promotor de polh. Como el polh es sobreexpresado
durante la fase de infeccion muy tardia, la proteina recombinante no es
detectada en el cultivo hasta las 18 hpi, encontrando los picos de
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concentracion mas altos entre las 48 y 120 hpi. El baculovirus recombinante
sigue un ciclo de replicacion similar al silvestre, con sus ligeras diferencias. A
saber, los cultivos son directamente infectados con el virus desnudo y la
progenie viral no se encuentra ocluida en la matriz de poliedrina cuando ha
sido deletada; en este caso, la proteina recombinante sera producida en lugar
de la poliedrina y puede ocurrir una infeccién secundaria. En éste proceso, la
progenie del virus infecta células que no fueron infectadas durante la infeccion
primaria. Un baculovirus silvestre con el gen intacto de la poliedrina puede
también ser propagado en cultivos celulares al producir virus ocluidos (Claus y
cois, 1993; Visnovsky y Claus, 1994). El proceso de infeccion in vitro puede
ser observado por varios métodos, siendo los mas comunes el uso de
anticuerpos contra células Sf9 infectadas (Mariani y Krammer, 1997), el
ensayo de agar en placa para determinar el nUmero de particulas infecciosas
presentes en la muestra, o la amplificacion de secuencias conservadas de
poliedrina usando técnicas basadas en la PCR (O'Relly, 1994; De Moraes y
Maruniak, 1997).

Al igual que con el gen de la poliedrina, hay genes heterdlogos que han
sido clonados bajo el control de otros promotores fuertes, como el p10, el cual
permite una construccion e identificacién del vector sencillo (Vlak y cois, 1988;
Williams y cois, 1989; O'Relly, 1994). Se han reportado algunas ventajas que
da el uso del promotor de p10, como lo es la facilidad de clonar dos copias de
los genes heterdlogos bajo la regulacion de los promotores pl0 y polh
(DiFalco y cois, 1997), de tal forma se obtiene una alta concentracion de
proteina recombinante, que soélo cuando se usa cada promotor por separado.
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3.3.4.3 PRODUCCION DE VACUNA CONTRA EL VIH UTILIZANDO UN
SISTEMA DE EXPRESION DE BACULOVIRUS

Especificamente, la region que se esta empleando para la produccion
de vacunas contra el SIDA en sistemas con baculovirus es el precursor de la
glicoproteina recombinante (rgp) 160 del VIH, el cual, al ser escindido, da
lugar a las glicoproteinas gpl20 y gp4l. Al parecer, debido a su alta
variabilidad para inducir la respuesta contra el VIH, la gp120 es la subunidad

idonea para actuar como inmunoégeno del VIH (Ver Tabla 3).

Los costos de IC-BEVS para la elaboracion de productos clinico-
farmacéuticos, como vacunas para virus de boca y pies, interferon y

anticuerpos monoclonales, no son excesivos (Luckow y Summers, 1988).

La expresion de genes estructurales del VIH en el sistema IC-BEVS
comenzé a mediados de los afios 90's. Un ejemplo es el uso de las
secuencias codificantes de gag, pol, env y vif, todas ellas bajo el control del
promotor de la poliedrina, donde se obtuvo un alto nivel de expresion de las

proteinas (Kang, 1997).

Cuando se estudio la funcionalidad u obtencién de gpl120 activa al
producirse en un sistema de baculovirus, entendiendo como la que cuenta con
la capacidad de unirse al receptor CD4, se establecié que del 50% al 90% de

la proteina es activa (Golden y cois, 1998).
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Tabla 3. Sistemas de produccion de baculovirus para la fabricacién de
vacunas que se encuentran en fase de investigacion para tratamiento

clinicol
Enfermedad Subunidad Método de Cepa otipo del Adyuvante o  Estado de
para la produccion/ virus formulado desarrollo
vacuna tipo de
Baculovirus
Hepatitis D HDV In wfro/normal  Hepatitis tipo D ND Bésico
Virus de la HA In vitrolnormal Influenza tipo ND Fase Il
influenza HA
Virus de la Nucleo- In wfro/normal Influenza tipo ND Fase |
influenza Proteina HA
SIDA rgpl60 In wfro/normal VIH cepa LA Alumina Fase I-P
Fase I-II-T
SIDA rgpl60 In wfro/normal ~ VIH cepa MN, Alumina PPC-AP
Thai Clade E
SIDA rgpl60 In wfro/normal VIH cepa LA Alumina/ PPC-AP.M
oligométrico MPL/IFA
SIDA rp24 In w\o/normal VIH cepa LA alumina Fase I-P
Fase |-T
SIDA V3-HA In vitrol VIH cepa MN  Hemaglutinina PPC-AP
recombinante del virus de la
influenza
SIDA Particulas In vitrolnormal VIH cepa LA ND PPC-AP
tipo virales
Gag-V3
SIDA Particula In wfro/normal ~ VIH cepa LA Alumina Bésico
Gag P55
" 'sSighificado de claves:
VIH, virus de inmunodeficiencia humana
LAI, grupo de aislados muy relacionados al VIH, que incluye al LAV, IIIB, BH10 y
BRU.
P, pruebas para la prevencion y profilaxis
T, pruebas terapéuticas en voluntarios enfermos
PPC, pruebas preclinicas
AP, animales pequefios
M, monos
MPL/IFA, emulsiones microfluidizables de aceite en agua/ adyuvante incompleto de
Freund.
Tomado de: The Jordan Report 98: Accelerated development of vaccines (Gellin, 1998)
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La respuesta inmune humoral hacia gp120 del VIH-1 se compar6 en
ratones inmunizados con un plasmido o con una rgpl20 producida en el
sistema IC-BEVS, formulada con el adyuvante completo de Freunds. Para el
primer caso, se observaron titulos virales de 104 y105, mientras que para la
proteina derivada de baculovirus, fueron menores a 105. El estudio establecié
gue la capacidad funcional como inmundgeno de la gp120 es dependiente de

la forma de su presentacion (Peet y cois, 1997).

Con el uso de tecnologia de ADN recombinante, se han utilizado
vectores de expresion baculovirales (Buonaguro y cois, 2001) para expresar
particulas similares a las virales (VLP’s). El proceso consiste en crear un
baculovirus portando genes como gag, gpl20, nefy pol, todos estos con
diferentes marco abierto de lectura, todo lo anterior para tratar de evaluar la
expresibon en cantidad balanceada de multiples epitopes y su

empaquetamiento en estructuras VLP.

Recientemente, se ha desarrollado un candidato a vacuna de VIH-1
basado en VLP’s que expresan una gpl20 de Uganda subtipo A. Los
experimentos in vivo se llevaron a cabo con ratones Balb/c con un régimen de
inmunizaciébn multiples sin uso de adyuvantes, mostrando una induccion
significativa de inmunidad humoral y celular. La respuesta celular especifica a
Env fue evaluada in vitro, midiendo respuesta proliferativa de células T
cooperadoras y por actividad citolitica de linfocitos T citotoxicos. Asimismo, el

suero inmune mostré poco menos de 50% de actividad neutralizante contra
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los aislados de células T autdlogos y heterdlogos pertenecientes al subtipo B

(Buonaguro y cois, 2002).

Por todo lo anterior, nosotros creemos que es factible el desarrollo del
sistema cultivo de células de insecto-vectores baculovirales, enfocandonos en
el desarrollo de un baculorvirus recombinante que exprese la gp120 del VIH-1

subtipo B en cultivo de células de insecto.
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4. OBJETIVO GENERAL

Construcciéon de un baculovirus recombinante que exprese la proteina
heterdloga gpl120 del VIH-1 subtipo B, y su propagacién in vitro en la linea

celular de insectos Sf9.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 Obtencion de la secuencia gendémica de la proteina gp120 del VIH-1
subtipo B de pacientes mexicanos, mediante la técnica de PCR.

2. Construccion del baculovirus recombinante conteniendo la secuencia
de la gp120 VIH-1 subtipo B.

3. Expresion, propagacion y titulacion in vitro del baculovirus
recombinante con la gp120 del VIH-1 subtipo B en la linea celular de

insectos Sf9.
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6. HIPOTESIS

Con el uso de tecnologia de ADN recombinante se puede construir e
implementar el sistema de expresion en cultivo de células de insecto -vector
baculoviral, para construir un baculovirus que exprese la proteina gp120 del

VIH-1 subtipo B, de una cepa de referencia y de un paciente mexicano.
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7. MATERIAL Y METODOS

La estrategia experimental que se llevé a cabo en el presente trabajo se
puede observar en el Diagrama de flujo 1, donde se mencionan y se agrega

una clave a cada uno de los pasos a seguir.

M1 M1

Diagrama de Flujo 1.- Estrategia experimental del proyecto. Se puede
observar cada paso a seguir en éste trabajo, asimismo se proporciond
una clave para cada evento.
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7.1 Obtencion de muestras de individuos infectados por el VIH (M1).

Los individuos infectados con el virus de inmunodeficiencia humana (VIH)
se seleccionaron de manera aleatoria. Todos fueron seropositivos por ELISA 'y

confirmados por la técnica de inmunoelectrotransferencia o Western Blot.

7.1.1 Obtencién de ADN

De cada uno de los individuos infectados incluidos en este estudio, se
obtuvieron 10 mL de sangre periférica heparinizada por venopuncién con
vacutainer. Cada tubo se rotul6 con el nombre del paciente y la fecha de
obtencién de la muestra. En todos los casos, los tubos con sangre se
colocaron en un contenedor con tapa de rosca a prueba de derrames, para el
transporte seguro al laboratorio. Los tubos con sangre se centrifugaron a
4,400 rpm por 10 min, se obtuvo el plasma y se guard6 en pequefias alicuotas

en tubos de microcentrifuga de 1.5 mL que inmediatamente se almacenaron a
-70°C.

Se obtuvieron 200 pL de la porcion intermedia que corresponde a la capa
de leucocitos (buffy coat) por aspiracibn con una pipeta automatica,;
posteriormente, el ADN se aisl6 con el sistema QIAGEN (Qiamp blood,
Qiagen Chatsworth, CA.) como sigue:

1. Se colocaron 200 pL de la capa de leucocitos (buffy coat) en un tubo de

microcentrifuga de 1.5 mL.

2. Se afadieron 25 pL de la enzima QIAGEN proteasa o proteinasa K
(disuelta en 14 mL de agua destilada) y 200 pL de solucion
amortiguadora AL (se prepard decantando todo el reactivo ALL1 en la
solucion amortiguadora AL [reactivo AL2]) a la muestra). Se agitaron
inmediatamente en un vortex por 15 seg.

3. Cada muestra se incub6 a 70°C por 10 minutos y posteriormente se

afadieron 210 pL de etanol absoluto y se mezclaron en un vortex.
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4. Se colocé en las columnas QIAMP el contenido de los tubos del paso
anterior, se centrifugaron a 8,000 rpm por 1 min. El eluente se recupero
en los tubos de coleccion.

5. Se lavé cada columna QIAMP pasando por ella 500 pL de la solucién
amortiguadora AW (se preparé este reactivo afiadiendo 40 ml_ de
etanol absoluto). Posteriormente, cada columna se centrifugé a 8,000
rpm por 1 min. Nuevamente se descarto el eluente.

6. Se repitio el paso anterior con la diferencia de que se centrifugé a
14,000 rpm por 3 min.

7. EIl ADN se eluyé de las columnas con 200 pL de la solucion
amortiguadora AE (solucion acuosa de tris/HCI) precalentado a 70°C.

Se incubd la columna a temperatura ambiente por 1 min y se centrifugo
a 8,000 rpm por 1 min.

Se determind la concentracion del ADN purificado por espectrofotometria,
a una longitud de onda de 260 nm. La integridad del ADN se verificd por

electroforesis en gel de agarosa al 1% en la solucion amortiguadora TBE y
tincion con bromuro de etidio.

7.2 Obtencion de la gp120 del VIH-1
7.2.1 Amplificacion de las secuencias del VIH-1 por PCR (M2)

La deteccion molecular de la presencia de secuencias genémicas del
VIH-1 se realiz6 mediante la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR), especificamente mediante un PCR en nido (nested), con la enzima
Platinum® Tag PCRx DNA polymerase, que es un complejo de Tag ADN
polimerasa recombinante unida a un anticuerpo que inhibe la actividad
polimerasa de ésta. En general, esta enzima contiene un aviso de inicio de
actividad dado por el anticuerpo unido a ella, el cual, al llegar a una

temperatura determinada (94°C) se desnaturaliza y por consecuencia libera
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4. Se colocd en las columnas QIAMP el contenido de los tubos del paso
anterior, se centrifugaron a 8,000 rpm por 1 min. El eluente se recuperd
en los tubos de coleccion.

5. Se lavé cada columna QIAMP pasando por ella 500 pL de la solucién
amortiguadora AW (se prepard este reactivo afiadiendo 40 ml_ de
etanol absoluto). Posteriormente, cada columna se centrifugé a 8,000
rpm por 1 min. Nuevamente se descartd el eluente.

6. Se repitio el paso anterior con la diferencia de que se centrifugd a
14,000 rpm por 3 min.

7. EIl ADN se eluyd de las columnas con 200 pL de la solucidn
amortiguadora AE (solucién acuosa de tris/HCI) precalentado a 70°C.

Se incubd la columna a temperatura ambiente por 1 min y se centrifugd
a 8,000 rpm por 1 min.

Se determind la concentracion del ADN purificado por espectrofotometria,
a una longitud de onda de 260 nm. La integridad del ADN se verificd por

electroforesis en gel de agarosa al 1% en la solucion amortiguadora TBE y
tincién con bromuro de etidio.

7.2 Obtencioén de la gp120 del VIH-1
7.2.1 Amplificacion de las secuencias del VIH-1 por PCR (M2)

La deteccion molecular de la presencia de secuencias genémicas del
VIH-1 se realiz6 mediante la técnica de reaccidén en cadena de la polimerasa
(PCR), especificamente mediante un PCR en nido (nested), con la enzima
Platinum® Tagq PCRX DNA polymerase, que es un complejo de Taq ADN
polimerasa recombinante unida a un anticuerpo que inhibe la actividad
polimerasa de ésta. En general, esta enzima contiene un aviso de inicio de
actividad dado por el anticuerpo unido a ella, el cual, al llegar a una

temperatura determinada (94°C) se desnaturaliza y por consecuencia libera
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los sitios activos de la enzima, iniciando la actividad polimerasa; gracias a esto
se elimina o reducen las amplificaciones inespecificas durante la PCR en el
ciclo de temperatura inicial (Chou y cois, 1992; Sharkey y cois, 1994; Westfall
y cois, 1997). La marcada diferencia con que cuenta esta enzima con
referencia a otras existentes en el mercado, es la solucién amortiguadora de
reaccion empleada, cuenta con una solucién potenciadora que simplifica la
amplificacion de templados ricos en G-C, que bajos condiciones normales
resulta dificil llevar a cabo la reaccion.

La técnica de PCR en nido (nested) se utiliz para amplificar una region
de 2000 pb del gene env de VIH; de esta manera se incrementd la
especificidad de la reaccion de amplificacion. El procedimiento involucra dos
reacciones de PCR, usando un par de primers diferentes en cada reaccion. En
la primera reaccion de PCR, el producto obtenido con el primer par de
oligonucledtidos sirve como templado para la segunda reaccion de PCR. En la
segunda reaccién, se usa otro par de oligonucleétidos que hibridan en una
secuencia interna del producto obtenido en la primera reaccion. Usando este
procedimiento, el producto que se amplifica es seleccionado 2 veces para la
especificidad del gene. El uso del PCR en nido mejora la produccién del
producto especifico del gene que es mayor cuando se emplea solamente un
Unico par de oligonucleédtidos, la primera reaccion del PCR en nido involucrd
una secuencia de 2000 pb del gen env con los oligonuclebtidos ED3 y ED14,
posteriormente, la segunda reaccidn fue especifica para amplificar la region

de la gp120 de 1532 pb y se utilizaron los oligonucleétidos gpF y gpR.

La manipulacion de las reacciones se realizé en un area exclusiva para
reacciones de PCR separada del equipo termociclador (DNA Thermal Cycler
480, Perkin Elmer Cetus, Norwalk, CT) y de cualquier sustancia o templado

que pudiera contaminar la reaccién de PCR.
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La mezcla de Reaccion fue la siguiente:

Reactivo Cantidad (volumen)

amortiguador de PCR 10x (MgCE) 5 pL
DNTP’s mix (d ATP, d GTP, d CTP, d TTP) 8 pL
oligonucledtidos a concentracion de 100ng/pL 1pL
oligonucledtidos a concentracién de 100ng/pL 1pL

agua bidestilada 33.5 pL

Platinum” Tag PCRXDNA polymerase 0.5 pL
templado 1pL

volumen final 50 pL

El templado se afiadié en un lugar diferente del area exclusiva del PCR.

Los oligonucleotidos utilizados para la primera reacciéon de PCR fueron:
ED3 5’tta ggc ate tcc tat ggc agg aag aag cgg 3’
ED14 5’tet tgc ctg gag ctg ttt gat gee cea gac 3’

Los oligonucledtidos usados en la segunda reaccion de PCR:
gpF 5’ gtc gac gee acc atg aga gtg aag gag aaa tat cag ¢ 3’
gpR 5’ cta tet ttt ttc tet ctg cae cae tet tet 3’

El primer par de oligonucleotidos que se utiliz en el corrimiento del PCR
fueron descritos previamente (Delwart y cois, 1993) y los proporcioné el
Departamento de Inmunologia y Enfermedades Infecciosas de la Escuela de
Salud Puablica de Harvard. El segundo par de oligonucleotidos fue disefiado
para este proyecto en base a las secuencias encontradas en el banco de
genes del Centro Nacional de Informacion en Biotecnologia del Gobierno de
los Estados Unidos de América (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Es
importante mencionar que los oligonucleétidos que se disefiaron contaron con

sitios de corte de enzimas de restriccién que sirvieron para pasos posteriores.
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El programa de amplificacion para la primera reaccion de PCR con los

oligonucleétidos ED3 y ED14 fue el siguiente:

Paso Etapa de la Reaccion temperatura/tiempo
1 desnaturalizacion inicial 94°C/2 min
2 desnaturalizacién 94°C /1 min
3 alineamiento 55X/1 min
4 extension 72°C /1 min

ir al paso 2 por 2 cic 0s

5 desnaturalizacién 94°C /15 see
6 alineamiento 55°C/45 see
7 extension 72°C /1 min

ir al paso 5 por 36 ciclos

extensién final 72°C /7 min

El programa de amplificacion para la segunda reaccion de PCR con los

oligonucledtidos gpF y gpR fue el siguiente:

Etapa de la Reaccion temperatura/tiempo
1 desnaturalizacion inicial 94°C / 4 min
2 desnaturalizacion 94°C /1 min
3 alineamiento 57°C/1 min
4 extension 72°C [ 3 min
ir al paso 2 por 2 ciclos
5 desnaturalizacion 94°C/15 seg
6 alineamiento 57°C/ 45 seg
7 extension 72°C /1 min
ir al paso 5 por 36 ciclos
8 extension final 72°C [ 7 min
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Para el anélisis de los productos de amplificacion de PCR, se realiz6 un
corrimiento electroforético en gel de agarosa al 1.2 % en la solucién
amortiguadora TBE. La deteccion de los fragmentos amplificados se llevd a
cabo mediante una tincion del gel con bromuro de etidio.

7.2.2 Clonacién de los productos de PCR en el Sistema TOPO TA Cloning
(M3).

El sistema TOPO TA Cloning (Invitrogen) es un sistema conveniente para
la clonacion de productos de la PCR. Debido a su construccion, contiene sitios
para una buena eficiencia de ligacion de los productos de PCR en el plasmido,
ya que previene la recircularizacion del vector y adiciona una adenina en el
extremo 3’ del producto de PCR (Ausbel y cois, 1994).

La ligacion de los productos de la PCR en el pldsmido pCR2.1Topo se
llevd a cabo con el siguiente protocolo:

1. Se realizé la siguiente mezcla para la reaccién de clonacion:

Reaccién Estandar

Vector TOPO 1pL

Producto de la PCR 2 pL

Solucion salina 1pL
Agua bidestilada estéril Ajustar a volumen final de 5pL

2. Mezclar la reaccion por pipeteo e incubar por 30 min a

temperatura ambiente.
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7.2.3 Transformacidén de bacterias ultra calcio-competentes OneShot® E.

coli con pladsmidos Topo-gp120 (M3).

Posterior a la reaccion de ligacion de la gp120 del VIH-1 Subtipo B con el
pCR2.1Topo, se transformaron células calcio competentes One Shot® E. coli,

bajo el siguiente protocolo:

1. Se prepararon 2 cajas petri con medio Luria Bertani (Agar LB,
US Biological, Swampscoot, MA, USA) ampicilina 50 pg/mL, 40
pl_ de IPTG 100 mM y 40 p_ de X-Gal 40 mg/mL por cada
reaccion de ligacion.

2. Se procedid a descongelar en hielo los tubos conteniendo las
bacterias calcio competentes.

3. Se agregaron 2 pL de la reaccion de clonacion a cada tubo
conteniendo las bacterias, se mezclé con cuidado por pipeteo y
se incubd en hielo por 30 min.

4. Se aplicd un shock térmico por 40 seg a 42°C en bafio seco y
posteriormente se mantuvo en hielo.

5. Se adicionaron a cada tubo 250 pL de medio SOC y se
incubaron a 37°C y 225 rpm por una hora.

6. Se plaquearon en las cajas petri del paso 1 50 pl de las
bacterias en medio SOC y se incubaron toda la noche (12-18 h)
a 37°C.

7. Se procedid a la seleccion por fenotipo de las colonias de color
blanco (Sambrook y Russell, 2001).
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7.2.4 Minipreparacion de pldsmidos de bacterias transformadas (M4).

Se realiz6 la obtencién del plasmido pCR2.1Topo de las bacterias
transformadas llevando a cabo el siguiente protocolo:

1

Con ayuda de una puntilla de 20 pL estéril, se tom6 la colonia de
bacterias que presuntivamente contenia el plasmido con el
inserto de interés y se dejo crecer en 5 ml_de caldo LB con 100
pg/mL de ampicilina, hasta que el cultivo se encontr6 a una
densidad ¢ptica (O.D.6oo) de 1.0. Se centrifugaron 3 mL del
cultivo a 4,000 rpm por 10 min y 4°C.

Se descartd el medio de cultivo y la pastilla celular formada se
resuspendid en 300 pL de la solucion amortiguadora P1 de
resuspension (QIAGEN).

Se afladieron 300 pL de la solucion amortiguadora P2 de lisis
(QIAGEN) y se mezcl6 invirtiendo el tubo 5 veces gentilmente y
se dejo incubar por 5 min.

Se adicionaron 300 pL de la solucién amortiguadora P3 de
neutralizacion (QIAGEN) frio y se mezclo por invertir el tubo 5
veces; se incub6 por 5 min en hielo.

Se equilibré una columna para minipreparacion de pldsmidos (<
20 pg de ADN plasmidico) QIAGEN tip-20 al hacer pasar 1 mL
de la solucién amortiguadora QBT (QIAGEN).

Cada muestra de los tubos del paso 4 se centrifug6 a 14,000
rpm. El sobrenadante se vacié dentro de la columna del paso
anterior y se dejo pasar por la misma.

La columna conteniendo el ADN plasmidico se lavé con 2 mL de
la solucién amortiguadora QC (QIAGEN) dos veces.

El ADN se eluy6 de la columna al pasar 800 pL de la solucidn
amortiguadora QF de elusion (QIAGEN) por la misma y se

colectaron en un tubo eppendorf.
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9. El ADN se precipitdo con 0.7 volumenes de alcohol isopropiiico
absoluto, se incubd por 30 min a -20°C, se centrifugd a 14,000
rpm por 15 min.

10. Se decantd el sobrenadante y se adiciond 1 mL de alcohol etilico
70%, se lavo la pastilla y se dejé secar a 70°C para eliminar
totalmente las trazas de alcohol.

11. La resuspension del ADN plasmidico se hizo en la solucion
amortiguadora TE 1X a un volumen de 40-50 pL y se conservé a
-20°C.

12. Se realiz6 un gel de agarosa al 0.8% para observar el plasmido y
la presencia del ADN se revel6 con tincién con bromuro de etidio
(Sambrook y cois, 1989).

7.2,5 Caracterizacion del plasmido pCR2.1Topo conteniendo el inserto de
gp120 del VIH-1 (M5).

Para verificar los plasmidos que contenian el inserto de la gp120 del VIH-
1, se realiz6 un anélisis de restriccion con la enzima EcoRlI, ya que el vector
cuenta con dos sitios para esta enzima, flanqueando la posicion del sitio de
insercion del producto de PCR en su sitio de clonacién mdltiple. Para la
reaccion de restriccion se utilizé la enzima EcoRI (Promega) en la solucion
amortiguadora H (Promega), a una concentracion de 1 U/pg, y el ADN se
cuantificd por espectrofotometria a una longitud de onda 260-280nm. Por otra
parte, se analiz6 la direccion con que se encontraba el inserto de la secuencia
de gpl120 en el plasmido. Para lograr este fin, se sabe que el vector cuenta
con un sitio de restriccion para la enzima Kpnl a 51pb hacia la direccién del
grupo 5’ fosfato del sitio de clonacién mudiltiple, y la secuencia de la gp120 con
el mismo sitio, s6lo que en direccién al grupo hidroxilo (3”) a 123 pb del codoén
de inicio de la traduccion Por lo tanto, se realizd la digestion con la enzima

Kpnl (Promega) a 1 U/pg de la enzima en la solucién amortiguadora H a 37°C
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por 12 h. Las reacciones de restriccién se observaron en geles de agarosa al
1% tefildo con bromuro de etidio.

7.3 Obtencién del baculovirus recombinante
7.3.1 Subclonacién del pTOPOGP-69 y pTOPOGP-HX en pFastBaci (M6).

Los plasmidos que contenian el inserto de la gp120 del VIH-1 de paciente o
de la cepa de referencia se nombraron pTOPOGP-69 y pTOPOGP-HX,
respectivamente. Por separado, a cada uno de ellos se les extrajo la
secuencia de la gpl20 para clonarla en el plasmido donante pFastBaci, el
cual tiene como principal caracteristica que las secuencias que son
adicionadas en su sitio de clonacion mdaltiple (SCM) quedan bajo la regulacion
del promotor de la poliedrina, Illamado pPolh, y en general tiene las siguientes
caracteristicas: posee dos elementos pequefios transponibles especificos
mini-Tn7 a cada lado del SCM, resistencia a gentamicina y ampicilina. La
extraccion de la secuencia se realizé en base a la posiciéon del inserto de la
gpl20 en los vectores, utilizando las enzimas Sall y EcoRl (Promega), al
digerir en la solucion amortiguadora H (Promega) por 12 h a 37°C con la
enzima Sall a wuna concentracion de 1U/gg de ADN plasmidico.
Posteriormente, se inactivo la enzima a 95°C y se adicion6 a la mezcla 1U/pig
de la enzima EcoRI y se incubd por 12 h més a la misma temperatura. Se
realizd un gel de agarosa al 1% para aislar la banda que contenia el inserto

mediante el kit Concert (Gibco), siguiendo la metodologia a continuacién
descrita:

1. Se corté con un bisturi el area del gel de agarosa que contenia el
fragmento de ADN a aislarse.

2. Se peso en un tubo para microcentrifuga de 1.5 mL el fragmento del gel

de agarosa, se agregé 30 pL de la solucibn amortiguadora de
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solubilizacion de gel (L1) por cada 10 mg de gel. Posteriormente se
incubd a 50°C por 15 min hasta disolverlo.

3. Se coloco la columna de silicatos del sistema en un tubo para
microcentrifuga de 2 mL y se adicion6 la mezcla del paso anterior. Se
centrifug6 a 14,000 rpm por 1 min y se descartd el sobrenadante.

4. Se adicionaron 500 pl_de la solucion amortiguadora L1 a la columna,
se centrifugd a 14,000 rpm por 1 min, se desechd el sobrenadante.

5. Se coloco la columna de silicatos en un tubo de microcentrifuga y se
agrego6 la solucién amortiguadora de lavado (L2) y se incubd por 5 min
a temperatura ambiente. Se centrifugd por 1 min a 14,000 rpm, se
repitié la centrifugacion para remover completamente el buffer y se
descartd el sobrenadante.

6. EIl ADN se eluy6 al adicionar en la columna 50 pl_ de la solucion
amortiguadora TE a 65°C e incubd por 1 min a temperatura ambiente,
para posteriormente centrifugar a 14,000 rpm por 2 min 30 seg.

7. Se observo la secuencia purificada en un gel de agarosa al 1% tefiido
con bromuro de etidio.

Por otra parte, se requirié linearizar el plasmido donante pFastBad al ser
ADN circular. Asimismo, se seleccionaron, dentro del SCM del plasmido, los
sitios de corte para las enzimas de restriccion Sa/l y EcoRl, dispuestas en el
mismo en orden del extremo del grupo fosfato al hidroxilo del ADN, para ligar
los fragmentos purificados de la gpl120. Se procedi6 a digerir 500 ng del
plasmido pFastBad con 05 U/pg de enzima Sa/l en la solucion
amortiguadora H a 37°C por 4 h, posteriormente, se inactivd la enzima al
exponerla por 15 min a 95°C, para finalmente agregar la enzima EcoRI a
0.5U/pg por 4 h a 37°C. El pldsmido linearizado se purifico por la técnica de
cloroformo-fenol a continuacion descrita:

1. Se adicion6 un volumen de fenol, se mezclé con ayuda de un vortex y

se centrifugé a 14,000 rpm por 2 min. Se separ0 la fase superior a un
tubo limpio.
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2. A la fase superior en un tubo limpio se le agregé 1 volumen de
cloroformo (0 Solucion Sevag), se mezcld en vortex y se centrifug6 a
14,000 rpm por 2 min. La fase superior se transfirié a un tubo limpio.

3. Se agregd un volumen de alcohol isopropilico al 100% y se incubd a -
20°C por 15 min. Se centrifug6 por 10 min a 14,000 rpm.

4. Se desecho el sobrenadante, la pastilla se lavo con alcohol etilico 70%
y se centrifug6 a 14,000 rpm por 10 min.

5. El plasmido se resuspendio en ~20 pL de la solucion amortiguadora TE
y se observd la conformacion lineal en un gel de agarosa al 1% tefiido
con bromuro de etidio.

La ligacion de la secuencia de la gpl20 en el pFastBad se realizo al
agregar 1 pL de la secuencia de la gpl120 purificada del gel de agarosa con
1.5 pL del plasmido linearizado pFastBad en presencia de la enzima T4
Ligasa (Roche) en su solucion amortiguadora de reaccion por 4 h a 20°C. Se
realiz6 la transformacion de bacterias Escherichia coli calcio competentes
cepa DHb5a (Sambrook y Russell, 2001) para seleccionar los plasmidos, la
minipreparacion de plasmidos (Sambrook y cois, 1989) y la digestion de los
mismos con las enzimas de restriccion Sall y EcoRIl, para obtener como

productos finales los plasmidos pFastBad conteniendo las secuencias de la
gpl20 (M7).

7.3.2 Transformacion de bacterias Escherichia coli calcio competentes

de alta eficiencia DHIOBac con plasmidos donantes pFastBac69 vy
pFastBacHX (M8).

Como se menciono, las bacterias DHIOBac contienen el béacmido
bMON14272, un replicon mini-F de bajo nimero de copias, el gen de
resistencia a kanamicina, y un segmento de ADN que codifica el péptido lacZ
de un vector de clonacion basado en pUC. En el lado N-terminal de! gene

lacz, se encuentra insertado un segmento corto que contienen los sitios de

Maestria en ciencias con especialidad en Inmunobiologia 49



Universidad Auténoma de Nuevo Ledn Facultad de Ciencias Bioldgicas

union para el transposon viral Tn7; éstos sitios no rompen el marco de lectura
del péptido. Asimismo, contiene el plasmido pMON7124, el cual funciona
como plasmido cooperador y tiene por objetivo principal, conferirle a las
bacterias resistencia a tetraciclina y codificar la transposasa, que lleva a cabo
la funcion de recombinar por transposicién dirigida de los sitios mini-affTn7 del
pFastBad a los sitios miniTn7 del bacmido el grupo de genes que se
encuentren entre ellos.

Por lo tanto, después de determinar qué pFastBac contenia insertada la
gpl20 del VIH-1, se procedio a transformar bacterias Escherichia coli calcio
competentes de alta eficiencia DHIOBac para la transposicion de la secuencia

blanco dentro del bdcmido, siguiendo el protocolo a continuacién descrito:

1. Se prepararon 4 cajas petri con medio Agar Luria méas 50 pg/mL de
Kanamicina, 7 pg/mL de gentamicina, 10 pg/ml_ de tetraciclina, 100
pg/mL de X-gal y 40 pg/ml_de IPTG por cada bacmido a obtener.

2. Se descongelaron las células calcio competentes de alta eficiencia
DPIIOBac en hielo. Se tomaron 100 pL de las células y se introdujeron
en tubos de polipropileno de 15 mL y se procuré que la manipulacion
fuera en un tiempo breve.

3. Se adicion6 1 ng del pldsmido recombinante en 5 pL de agua
bidestilada estéril y se mezcld gentilmente. Se dejé incubar la mezcla
en hielo por 30min.

4. Se realiz6 un choque térmico en un bafio de agua a 42°C por 45 seg.

5. Posteriormente, se incubd en hielo por 2 min y se adicionaron 0.9 mL
de medio SOC. Se incub6 por 4 ha 37°C y 225 rpm.

6. Después de incubar las bacterias, se realizaron diluciones en serie de
éstas con medio SOC a 10'1, 10'2y 10"3 (por ejemplo, 100 pL de mezcla
de transposicion y se diluy6 en 900 pL de medio SOC es la dilucion 10'

2.
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7. Se transfirieron 100 pL de cada dilucién en las cajas petri del paso 1
con medio selectivo.

8. Finalmente, las muestras se incubaron por 24 h a 37°C.

7.3.3 Aislamiento del vector recombinante

La presencia del substrato cromogénico en los medio de cultivo de las
bacterias (X-gal) y el inductor IPTG, ayudan en la identificacion por fenotipo de
colonia para presumir la presencia de un evento de transposicion en la misma.
Por lo tanto y de una manera muy general, las colonias de color blanco fueron
seleccionadas para el aislamiento del vector recombinante, al ser incapaces
de generar la enzima p-galactosidasa, la cual desdobla el X-gal y por la
presencia del inductor IPTG generan un color azul a las colonias. Se realizé
una minipreparacion de plasmidos (Sambrook y cois, 1989) para obtener los
bacmidos (M9). Se realizé un gel de agarosa al 0.5% para analizar el ADN del
bacmido aislado. Debido al tamafio (mas de 23,000 pb) del bacmido, para
poder observar la transposicion y de esta forma seleccionar el genoma del
baculovirus recombinante, se requirié realizar un PCR con los primers internos
de la gp120 del VIH-1 ED5 y ED12 que amplifican la region C2-V5 (1200pb)
segun la metodologia de Rivera-Morales y cois. (2000).

Posteriormente al analisis de PCR, se realiz6 un andlisis fenotipico con
antibidticos Ampi*- Kana(; de las clonas aisladas PCR-positivas, para esto se
hizo crecer parte de las colonias en cajas petri con agar LB 50 pg/mL de
Kanamicina, 40 pL de IPTG 100 mM y 40 pL de X-Gal 40 mg/mL, y otra parte

de las mismas colonias en agar LB con 50 pg/mL de ampicilina (M10).

Por ultimo, las clonas con transposicion positiva por PCR especifico se
confirmaron mediante un primer del bacmido (M13F) y un primer interno de la
gpl120 (M10) (Rivera-Morales, 2000). Para observar las PCR, se realizé gel de
agarosa al 1.0% tefiido con bromuro de etidio.

0118302
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7.4 Transfeccion de células Sf9 con los bacmidos Bac69 y BacHX (M11).

El proceso de transfeccion se llevd a cabo por triplicado para los dos
genomas virales recombinantes. En una placa de 6 pozos se cultivaron por
pozo 9X105 células de insecto Sf9 con 97% de viabilidad en 2 m_ de medio

SF900Il y se incubd por una hora a 27°C. Por otra parte, se prepararon las
soluciones a continuacion descritas:

Soln. A: 5 pL de Bacmido en 100 pL de medio SF900II.

Soln. B: 6 pL del liposoma catiénico CellFectin (Invitrogen, USA) en 100 p | de
medio SF900II.

Soln. C: 5 pL de la solucion amortiguadora TE en 100 pL de medio SF900II.

Soln. D: 6 pL de CellFectin en 100 pL de medio SF00II

Soln. E 5 pL de Bacmido en 100 pL de medio SFO0OII

Soln. F. 6 pL de agua bidestilada estéril en 100 pL de medio SF900II

Se realizaron las siguientes combinaciones:

Soln. A + Soln. B, se mezclaron cuidadosamente e incubaron por 45 min a
temperatura ambiente. Se adicionaron 0.8 mL de medio SF900Il y se mezcld
gentiimente. Al final, se obtuvo la mezcla de transfeccién A-B.

Soln. C + Soln. D, se mezclaron cuidadosamente e incubaron por 45 min a
temperatura ambiente. Se adicionaron 0.8 mL de medio SF900I! y se mezclo
gentilmente. Al final, se obtuvo la mezcla de transfeccién C-D.

Soln. E + Soln. F, se mezclaron cuidadosamente e incubaron por 45 min a
temperatura ambiente. Se adicionaron 0.8 mL de medio SF90QIl y se mezcld

gentiimente. Al final, se obtuvo la mezcla de transfeccion E-F.

Se llevo a cabo el lavado de las células Sf9 en los pozos con 2 mL de
medio SF900II fresco. Se retir6 el medio de las células y se agregaron las
mezclas de transfeccion A-B, C-D y E-F segun correspondiera y se incubaron

cada una por espacio de 5 h a 27°C. Se retiraron las mezclas de transfeccion
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y se agregaron 2 mL de medio SFO00II fresco y se dejaron incubar por 72 h a
27°C. El sobrenadante se recuper6 con ayuda de una micropipeta de 1 mL en
un tubo estéril de 15 mL para centrifugacion; se centrifugd a 4,000 rpm por 10
min y se recuperd en tubos para microcentrifuga de 1.6 mL. La conservacion

del baculovirus se logr6 al mantener los sobrenadantes en oscuridad a 4°C
(M12).

7.5 Deteccidn de la expresion de la proteina gpl120 en la linea celular Sf9
(M13).

Se realizé el corrimiento electroforético del pellet de células transfectadas
para separar por peso la proteina total celular y realizar la deteccidon de la
proteina por Western Blot, en gel de poliacrilamida de dos fases, una
concentradora (stacking gel) al 4% y una separadora al 8%, siguiendo la
metodologia a continuacion descrita:

1 Se retir6 el gel de poliacrilamida y se mantuvo en la solucion

amortiguadora de transferencia Il por 15 min.

2. Por otra parte, la membrana de nitrocelulosa se embebid en la solucién
amortiguadora de transferencia Ill por 15 min.

3. Se recortaron 10 piezas de papel filtro a tamafio del gel, y
permanecieron en remojo: 4 en la solucion amortiguadora de
transferencia lll, 4 en la solucibn amortiguadora de transferencia I' y 2
en la soluciébn amortiguadora de transferencia |.

4. Se mont6 en la base de la cAmara de transferencia en sentido inferior a
superior: las 2 piezas de papel filtro embebidas en la solucion
amortiguadora de transferencia |, las 4 piezas de papel filtro embebidas
en la solucion amortiguadora de transferencia ll, el gel de acrilamida, la
membrana de nitrocelulosa, las 4 piezas de papel filtro embebidas en la
solucién amortiguadora de transferencia lll. Se cerr6 la camara de
transferencia y se conectd a la fuente de poder para transferir a una
corriente de 2 mA/cm2por 2 h.
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7.5.1

Se retird la membrana de nitrocelulosa de los filtros, y el gel se
mantuvo en la solucibn amortiguadora PBS por 15 min. Se cambié la
solucién amortiguadora PBS por nuevo y se mantuvo en lavado por 15
min en agitador orbital.

El bloqueo de la membrana se realiz6 con la solucién amortiguadora
PBS con leche descremada al 5% por 2 h.

Se desechd la solucion de bloqueo y se lavd la membrana por
triplicado, manteniéndolo en agitacion por 15 min en un agitador orbital
con la solucion amortiguadora PBS con leche descremada al 0.1 %.

Se agreg6 el anticuerpo monoclonal isotipo 1gGi anti-HIV-1 gp120 ratén
proveniente de la clona P4D1-A7-F3, a una concentracion de 1/1500 en
la solucion amortiguadora PBS con leche descremada al 0.1 % por 3 h.
Se repitieron los lavados del paso 7.

El segundo anticuerpo (conjugado) anti-lg-peroxidasa raton, se agrego
a una concentracion de 1/2000 en la solucion amortiguadora PBS con
leche descremada al 0.1 % por 2 h, posterior a esto se repitieron los
lavados del paso 7 y se mantuvieron en la solucion amortiguadora PBS

hasta su revelado.

Revelado del Western Blotting (M13).

Se empled el sistema ECL Western Blotting Analysis System (Amersham

Biosciences, London, Engl) el cual es un método no radiactivo de emision de

luz para la deteccibn de antigenos especificos inmovilizados conjugados,

directa o indirectamente con anticuerpos marcados con peroxidasa. El sistema

cuenta con 2 soluciones; la solucién 1 estd compuesta por el diacilhidracido

ciclico llamado Luminol, y la solucion 2 por fenol, como potenciador. H

principio esta basado en la reaccién de oxidacion del peréxido de hidrégeno

en condiciones alcalinas del Luminol catalizada por la peroxidasa,

inmediatamente entra en un estado excitado y para estabilizarse emite luz,

toda esta reaccion se amplifica hasta mil veces por los fenoles (Motsenbocker,
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1968; Isacsson y Watermark, 1974; Rosewell y White, 1979; Whitehead y cois,

1979). La metodologia a continuacion descrita fue la empleada para el
revelado con quimioluminiscencia:

1 Se coloc6 la membrana en un vidrio limpio y libre de grasa, se retir6 el
exceso de buffer PBS.

2. En un tubo conico de 15 mL se mezclé 1.1 a un volumen final de 2 mL
la solucion 1y solucion 2 del ECL Western Blotting Analysis System.

3. La membrana se cubrié perfectamente con la mezcla anterior y se
protegié con papel plastico delgado (kleen pack).
Se colocd inmediatamente una placa fotografica y se dejoé por 3 min.
El revelado de la placa fotogréafica se realiz6 con los reactivos Kodak
GBX Developer and Replenisher (Eastman Kodak Cia, Rochester, NY,
USA.) y se colocd 1 min en la solucion reveladora.

6. Se lavd con agua corriente, y posteriormente se colocd en solucion
fijadora por 1 min.

7. Se procedi6 al lavado con agua corriente y se dejo secarse al aire.

Por otra parte, se realiz el revelado con Carbazole del Western Blotting.
Para ello, la membrana se coloc6é en 12 mL de la solucién amortiguadora de
acetatos 0.05M pH 5, se adicionaron 4.5 mL de Carbazole, y 30 pL de
peréxido de hidrégeno 30%; la reaccion se bloqued con agua bidestilada

estéril a los 30 seg a 2 min de agregar el peroxido. Este método de revelado
es irrepetible, a diferencia del luminol.

7.6 Titulacion del Baculovirus recombinante (M14).
El método que se utilizd para la titulacion del baculovirus es
considerado un método rapido y cuantitativo, lo cual es importante de destacar

ya que la mayoria de los métodos empleados para este fin son cualitativos

(Mena y cois, 2003). Para llevarlo a cabo, se prepararon dos placas de
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polipropileno de 96 pozos por cada baculovirus, en cada uno se cultivé 5X103
células Sf9 en 50 pL de medio SF900Il y 97% de viabilidad, se incub6 por 60
min a 27°C. Se prepararon diez diluciones 1:10 a partir del stock viral en
medio SF900Il. En los primeros 16 pozos de la placa de polipropileno (A1:B8)
se colocaron 10 pL de medio SF900Il, en los siguientes 16 pozos (C1:D8) 10
pL del stock viral, y a partir de los pozos E1 al L8 de la primera placa con 16
repeticiones por dilucién 10 pL de las diluciones 101a 104en cada columna, la
segunda placa de polipropileno se utilizd para el resto de las diluciones (105
1010 con el mismo numero de repeticiones en los pozos respectivos. Cada
placa se incub6 a 27°C por 6 dias en una bolsa con cierre hermético y con
torundas humedecidas con agua estéril para favorecer un microambiente con

saturacion de humedad, para evitar la desecaciéon del medio de cultivo.

Posterior al tiempo de incubacién de las placas de polipropileno, se
adicionaron a cada pozo 10 pL de una solucion de MTT (bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-tetrazolio) 5 g/L en agua bidestilada y se incubo en
agitacion por 2 h a temperatura ambiente. Se centrifugd cada placa por 10 mn
a 4,000 rpm. Las sales de formazan color magenta fueron disueltas en 50 pL
de dimetilsulfoxido y se midid la absorbancia de éstas a 570 nm en un lector
de microplacas. Las lecturas proporcionadas se procesaron en el programa
Microsoft Excel v.10 for Windows XP y se obtuvieron los valores de media
muestral por dilucion y su desviacion estandar. Asimismo, se procesaron los
valores de absorbancia para obtener la curva de la concentracion ceiliar por
viabilidad. La determinacion de la Dosis Letal Media de la Poblacién (iOLD50)
fue mediante la ecuacién (1), lo cual resulta en una curva sigmoidal; se

manejo el programa Sigmaplot 5.0 (SPSS Inc., Chicago IL, USA) para éstos
datos.
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Ecuacion (1) Y =Y0+ a/ [1 + (D/Do)q
donde:
Y = Absorbancia
Y0= Valor minimo de absorbancia
a= Valor méximo de absorbancia
D = Dilucion
Do = Dil. con valor de Abs 50%

b = Pendiente de la curva de concentracion celular

Se realizé un analisis de regresion lineal para convertir la TCLD3 a
Dosis de Infeccion Media del Tejido (TCIDS) con la ecuacion (2). Finalmente,
la ecuacién (3) sirvio para determinar la unidad funcional de multiplicidades de

infeccién (MOI) requeridas en procesos de infeccion de cultivos de células, la
pfu (unidad formadora de placas).

Ecuacion (2) y=mx+Db
donde:
m= Pendiente de la recta
x= Valores de x de la recta

b= Punto de interseccion de la recta
Ecuaciéon (3) pfu = (TCID) 0.69

donde:

0.69 = Factor O’Relly y cois (1994)
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8. RESULTADOS

8.1 Obtencidon de muestras de individuos infectados por el VIH (M1).

A partir de las muestras de sangre de individuos VIH positivos, se
realizé el aislamiento del ADN gendémico y se observé en un gel de agarosa al
1% en la solucion amortiguadora TE tefiido con bromuro de etidio. Se
seleccion6 el ADN de los pacientes 18 y 69 por la integridad observada al no
presentar degradacibn genOmica. La cantidad de ADN obtenida de los
pacientes fue de 3.0 pg y 3.2 jug para el paciente 18 y paciente 69,

respectivamente.

8.2 Amplificacion de las secuencias del VIH-1 por PCR (M2).

Se llevo a cabo la PCR para los pacientes 18 y 69 (Figura 4). Asimismo,
la cepa de referencia HXB2 sirvio de control positivo para la reaccion. La
reaccion de PCR anidado involucrd dos reacciones de PCR, con lo cual se
aumento la especificidad del producto obtenido; sin embargo, los productos de
la primera reaccién no fueron visibles en un gel de agarosa tefliido con bromuro
de etidio. Por lo tanto, fue con la segunda reaccion (especifica) con la que se
pudo observar. Para la amplificacion de la secuencia de la gp120, el producto

resulté de 1,542 pb, segun el disefio de los oligonucledtidos.

Durante la amplificacion de la gpl20 se presentaron diversos
problemas, ya que no se logré la consistencia de resultados al amplificar con
una ADN polimerasa sintetizada y purificada no comercial. Por lo tanto, se
utilizé una ADN polimerasa que se mantiene inactiva a temperatura ambiente
por contener un anticuerpo unido al sitio activo, éste anticuerpo se libera del
sitio activo a los 94°C, permitiendo que solo inicie la sintesis de ADN cuando

se encuentra en el primer ciclo de la PCR.
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Figura 4. Reaccibn de PCR anidado con la
amplificacion de la gp120 del VIH-1. Gel de agarosa
al 1% tefido con bromuro de etidio, donde el carril 1
corresponde a marcador de peso molecular 1Kb,
los carriles 2 y 3 son productos de PCR anidando
de la gpl20 del VIH-1 de los pacientes 18 y 69
respectivamente, el carril 4 es la amplificacion de la
gp120 de la cepa de referencia HXB2.

8.3 Clonaciéon de los productos de PCR en el sistema de clonaciéon TOPO
TA (M3).

La clonacién de la secuencia de la gp120 se realizd para el producto de
PCR del paciente 69 y de la cepa de referencia HXB2 en el plasmido
pCR2.1Topo. La seleccidn del| paciente mexicano fue dado por la consistencia
de los resultados al amplificar la secuencia. El proceso de clonacién no es
observable per se, ya que se requiere de transformar bacterias con los
plasmidos para poder realizar la selecciéon de los vectores que contienen las

secuencias de interés.

8.4 Transformacién de bacterias calcio-competentes One Shot® E. coli

con plasmidos Topo-gpl120 (M3).

La transformacién de bacterias calcio competentes con los plasmidos de
la reaccion de clonacion con las secuencia de la gpl20, fue el método

empleado para la blusqueda de las cepas positivas, y se llevé a cabo mediante
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el andlisis del fenotipo del color de la colonia al romper el inserto (gp120) del
marco de lectura del gen de p-galactosidasa, por lo cual las clonas
seleccionadas fueron las colonias de color blanco porque son las que con
mayor probabilidad pueden contener un plasmido clonado con la secuencia de
interés. Se seleccionaron 9 colonias blancas para aislar y realizar el miniprep,
tanto de los plasmidos que procedian de la secuencia de la gp120 del paciente
No. 69 asi como los que provenian del plasmido de referencia HXB2.

8.5 Minipreparacion de pladsmidos de bacterias transformadas (M4).

Se logr6 la obtencibn del ADN plasmidico de las 18 colonias
bacterianas, 9 procedentes de la transformacién con plasmidos clonados con
la secuencia de la gp120 del VIH-1 del paciente No.69 y 9 mas del plasmido de
referencia HXB2. La nomenclatura de los plasmidos procedié del origen del
vector de clonacion pCR2.1TopoTA con la abreviatura pTTA, seguida con la
clave 120 por el inserto. Posteriormente, el ADN de origen del inserto, ya sea
69 para las del paciente No.69 o HX para el plasmido de referencia, y por

ultimo, el nimero de la colonia aislada.

8.6 Caracterizacion del plasmido pCR2.1Topo conteniendo el inserto de la
gpl120 del VIH-1 (M5).

La caracterizacion de los plasmidos se llevé a cabo primero con una
digestion de los mismos con la endonucleasa EcoRI, por tener flanqueado el
sitio de clonacidbn mdltiple con secuencias blanco para ésta enzima, y se
observdé que las clonas bacterianas que contenian el inserto son las que
liberaban una banda de aproximadamente 1,500 pb al ser vistas en un gel de
agarosa al 1%. Para el paciente No. 69 las clonas con dicho inserto liberado
fueron la 2, 3, 6, 7y 8 (Figura 5). Por otra parte, las clonas que provenian de la
cepa de referencia HXB2 que liberaron el inserto esperado, fueron la 2, 4, 5y

9, todas ellas fueron numeradas de manera aleatoria (Figura 6).
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pCR2.1Topo
4,072 pb
3,054 pb
2,036 pb < gpl20
1,636 pb
1,018 pb

Figura 5. Digestion con EcoR\ de plasmidos
insertados con la gp120 del VIH-1 del paciente No.
69. Gel de agarosa al 1.0% tefido en bromuro de
etidio, carril 1 marcador 1Kb, carril 2 al 10 serie de 9
plasmidos del pTTA-120-69-1 al pTTA-120-69-9.

Figura 6. Digestion con EcoRlI de plasmidos
insertados con la gpl20 del VIH-1 del plasmido
HXB2. Gel de agarosa al 1.0% tefido en bromuro de
etidio, carril 1: marcador 1Kb, carril 2 al 10 serie de 9
plasmidos del pTTA-120-HX-1 al pTTA-120-HX-9.

En el andlisis de la direccién de la insercién de la secuencia gpl120, al
digerir todos los plasmidos con la endonucleasa de restriccion Kpnl, se
obtuvieron productos con un peso de 4,000 pb y de 1,500 pb; por lo tanto, €
inserto entré en direccion 3’ a 5’ con respecto al plasmido (Figura 7). Los
plasmidos conteniendo la secuencia de la gp120 se denominaron pTTA-120-
69-2, pTTA-120-69-3, pTTA-120-69-6, pTTA-120-69-7 pTTA-120-69-8, y pTTA-
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120-HX-2, pTTA-120-HX-4, pTTA-120-HX-5 y pTTA-120-HX-9. Los plasmidos
seleccionados para ser subclonados fueron el pTTA-120-69-3 y pTTA-120-HX-
9, ya que en estos se observd claro y definido el inserto de la gpl20 en la
digestion con la endonucleasa EcoRI.

12 3 4 5 6 7 8 9

4.000 pb

2.500 pb
2.000 pb

1.500 pb

1.000 pb

Figura 7. Digestion parcial con Kpnl de
plasmidos conteniendo la gpl20 del VIH-1.
Electroforesis en gel de agarosa al 1.0% tefido
en bromuro de etidio, carril 1: marcador de peso
molecular 1Kb, carril 2: pTTA-120-69-2, carril 3:
pPTTA-120-69-3, carril 4: pTTA-120-69-6, carril
5 pTTA-120-69-7, carril 6. pTTA-120-69-8,
carril 7: pTTA-120-HX-2 carril 8: pTTA-120-HX-
4 y carril 9: pTTA-120-HX-9.

8.7 Subclonaciéon del pTOPOGP-69 y pTOPOGP-HX en el plasmido
donante pFastBael (M6).

La linearizacion del plasmido donante pFastBad de 4,775 pb de peso
molecular, se llevé a cabo con las enzimas Sall y EcoRI. Posteriormente, se
realizé la purificacién del mismo por el método de Cloroformo-Fenol. Al final, se
observd el producto mediante una banda de poco menos de 5,000 pb de peso
molecular en una electroforesis en gel de agarosa al 1%, tefiida con bromuro

de etidio.

Por otra parte, el aislamiento de la secuencia de la gpl20 de los
plasmidos pTTA-120-69-3 y pTTA-120-HX-9 se realizdé al hacer una digestiéon
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completa con la endonucleasa de restriccion EcoRI. Los productos de 1,542 pb
se observaron en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio, y se
purificaron por el método comercial Concert (Figura 8).

1 2 3 4 5

3,054 pb
1,636 pb
1,018 pb

Figura 8. Digestion completa con la endonucleasa de
restriccion EcoRI de los plasmidos pTTA-120-69-3
(carriles 2y 3) y pTTA-120-HX-9 (carriles 4 y 5).

Las secuencias de la gpl20, tanto del paciente No. 69 asi como del
plasmido de referencia HXB2, fueron ligadas cada una a un vector donante
pFastBad linearizado. Posteriormente, se observé el resultado al transformar
células bacterianas E. coli DH5a con los plasmidos provenientes de la ligacion
después de realizar la minipreparacién de plasmidos. Los plasmidos donantes
obtenidos tuvieron un peso molecular de 6,317 pb y se denominaron pFB1-69
y pFB1-HX; el primero corresponde al que contenia la secuencia de la gp120

del paciente mexicano y el correspondiente a la cepa de referencia HXB2.

La caracterizacion de los plasmidos (Estrategia Experimental, M7) se
llevé a cabo por medio de un andlisis de restriccion con las enzimas EcoRI y
Sali de la minipreparacion de plasmidos. Se observé que los plasmidos que
liberaron el fragmento de la gp120 de un tamafio esperado de 1,542pb, fueron
pFB1-HX-5, pFB1-HX-10 y pFB1-69-5, como se puede observar en la Figura 9
en los carriles 5y 10, y en la Figura 10 en el carril 6. Se seleccionaron ambas
clonas para continuar la metodologia, ya que en éstas se observd claro la

liberaciéon del inserto.
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Figura 9. Analisis de restriccion de plasmidos
pFB1-HX clonas 1a 11 con las enzimas EcoR\
y Sa/l en un gel de agarosa 1% tefiido con
bromuro de etidio.

gpi20

3,054 pb
1,636 pb
1,018 pb

Figura 10. Analisis de restriccion de plasmidos
pFB1-69 clonas 1a 11 con las enzimas EcoRI
y Sall en un gel de agarosa 1% tefiido con
bromuro de etidio.

8.8 Transformacién de células calcio competentes de alta eficiencia
DHIOBac con plasmidos pFB1-69-5y pFB1-HX-5 (M8 y M9).

La transformacion de células calcio competentes DHIOBac con los
plasmidos pFB1-69-5 y pFB1-HX-5 se observd mediante una minipreparacion
de plasmidos de alto peso molecular. Este paso se considera crucial, ya que al
realizarlo se espera obtener los bacmidos que probablemente pudieran
contener los eventos de transposicion de las secuencias de la gpl20,
transferidas de los plasmidos donantes a los bacmidos. Los bacmidos
obtenidos se denominaron Bac (de bacmido), HX o 69 segun el caso de

procedencia de la secuencia de la gp120, para el primero proveniente de la
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cepa de referencia HXB2 y el segundo del paciente mexicano 69; seguido del

numero de colonia aislada, tomada al azar.

8.9 Aislamiento del vector recombinante (M10).

El andlisis del vector recombinante se realizé fenotipica vy
genotipicamente. Un primer tamizaje consistio en realizar un PCR en nido de la
region C2-V5 de la gp120 del VIH. En el andlisis de PCR se pudo observar que
ocho bacmidos, a saber el Bac-HX-1, Bac-HX-2, Bac-HX-3, Bac-HX-4, Bac-
HX-6, Bac-69-1, Bac-69-5 y Bac-69-6, contenian la secuencia de la gp120, al
amplificar un producto de 1,200 pb. Por lo tanto, sélo a éstas colonias se les
realizd un doble andlisis fenotipico, que consistio en analizar la integridad del
gene reportero lacZ y la resistencia a la kanamicina conferida por el bacmido
(Figura 11). Los resultados mostraron a las colonias con los bacmidos Bac-HX-
3, Bac-HX-4, Bac-HX-6 y Bac-69-1, con el marco de lectura interrumpido de
dicho gene; por lo tanto, muy probablemente contenian el inserto de la gp120
por transposicion. Asimismo, todas las colonias anteriormente mencionadas
poseian la capacidad de crecer en kanamicina, ésta capacidad de crecer en
antibiotico fue dada por el gene de resistencia a kanamicina contenido en el
bacmido. Se realiz6 un segundo andlisis fenotipico para garantizar la ausencia
del plasmido donante, resistente a la ampicilina, y fue obtenido al someter las
colonias bacterianas a crecer bajo la presencia del antibiético. Los resultados
mostraron que las cepas Bac-HX-4 y Bac-69-1 fueron incapaces de degradar
la ampicilina (Figura 12), por lo tanto, dichas colonias contenian bacmidos con
la gpl20 insertada. De esta manera, los bacmidos seleccionados para
continuar la estrategia experimental fueron los provenientes de las colonias
Bac-HX-4 y Bac-69-1.
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-Bac-HX-I
- Bac-HX-2
- Bac-HX-3
- Bac HX-4
- Bac HX-6
- Bac 69-1
- Bac 69-5
- Bac 69-6

PN GOR®WNE

LB + kana (I00ug/ml)
+ X-gal +IPTG
Figura 11. Andlisis fenotipico de colonias
bacterianas conteniendo bacmidos
(columna derecha) en medio agar LB con
Kanamicina y el cromoégeno X-gal y el
potenciador IPTG.

LB + ampi (I0Oug/ml)

Figura 12. Analisis fenotipico de colonias

bacterianas conteniendo bacmidos
(columna izquierda) en medio agar LB con
Ampicilina.
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8.10 Transfeccién de células Sf9 con los bacmidos Bac69 y BacHX (M11 y
M12).

La transfeccion con los bacmidos Bac-HX-4 y Bac-69-1 se realizé en 9 X
105 células Sf9 con una viabilidad del 97%. La primera mezcla de transfeccion,
rotulada como A-B, contenia el genoma de un baculovirus recombinante (Bac-
HX-4 o Bac-69-1) encapsulado en liposomas. Estas mezclas fueron capaces
de generar un efecto citopatico en las células de insecto Sf9. Por otra parte, no
se observd ningun efecto citopatico en las células que estuvieron en contacto
con las mezclas de transfeccion C-D o E-F. En estas, se observdé un aumento
en la concentracion celular, por lo tanto, no se encontraban invadidas por

ningin genoma ajeno al celular.

8.11 Deteccidn de la expresion de la proteina gpl120 en la linea célular sf9
(M13).

A las pastillas resultantes de la centrifugacion de las células
transfectadas con los Bacmidos Bac-HX-4 y Bac-69-1, se les realiz6 un
corrimiento electroforético en un gel de poliacrilamida al 8% tefiido en Azul de
Comassie (Figura 13). En este gel, se observd, en la parte correspondiente
entre los pesos moleculares de 90 y 100 kDa, una proteina que no se observé
en el control negativo, la cual presumiblemente era la gp120 recombinante. Un
segundo gel de poliacrilamida al 8% se utilizd para realizar la transferencia a
membrana de nitrocelulosa para realizar el Western blot. Como anticuerpo
especifico para la deteccion de la rgp120 se utilizé el anticuerpo monoclonal
anti-HIV-1 gpl120 de raton El revelado del Western blot se realiz6 por
guimioluminiscencia con Luminol, también se reveld por proceso enzimatico,
con una hidrdlisis del peroxido de hidrogeno. En ambos métodos, se detecto la
produccion de la rgpl20 en las células de insecto, (Figura 14). Los
sobrenadantes colectados de las células transfectadas fueron donde se
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encontrd el baculovirus recombinante para gpl20, y es el stock viral que se

conserva a 4°C y en obscuridad.

1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 13. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 8% de
lisado celular total de células Sf9 transfectadas con los
bacmidos recombinantes para gpl120 del VIH-1. Observe
en él area punteada la proteina presente en las células
transfectadas, a diferencia del control (carril 8). Carril 1
Marcador de proteinas 220-1 OkDa, Carriles 2-4: Pellet de
células transfectadas con Bac-HX-4, Carriles 5-7: Pellet de
células transfectadas con Bac-69-1, Carril 8: Pellet de
células sin transfeccion.

100

Figura 14. Deteccion con el anticuerpo monoclonal IgGi
anti-HIV-1 gp120 ratbn y un conjugado anti IgG raton-
peroxidasa de la proteina recombinante gp120 del VIH-1 en
pellet celular total de células Sf9 transfectadas con el vector
baculoviral recombinante. Las bandas coinciden en peso
molecular a las observadas en la Fig.16. a) Revelado por
quimioluminiscencia por Luminol b) Revelado por reaccion
enzimética de Hidrdlisis del peréxido de hidrégeno.
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8.12 Titulacion del Baculovirus recombinante (M14).

Los baculovirus recombinantes fueron titulados segun el método de Mena y

cois (2003), para lo cual, los datos fueron procesados en el paquete estadistico

Sigma Plot SPSS. Los valores de Unidades Formadoras de Placas para el
bacmido Bac-HX-4 fue de 141 X 107ml y para el Bac-69-1 fue de 1.37 X

107ml; por lo tanto, se determiné la concentracion viral en los stocks para

infeccién de células como sigue:

Titulo del Bacmido Bac-HX-4
TCLD®= 151 X 106ml
TCID®=2.04 X 107ml
pfu/ml = 1.41 X 107ml

Titulo del B4&cmido Bac-69-1
TCLDH = 1.47 X 106ml
TCID50 = 2.01 X 107ml
pfu/ml = 1.37 X 107ml

Con estos resultados, comprobamos la implementaciéon del sistema IC-

BEVS al obtener un baculovirus recombinante que expresa la proteina

heteréloga gp120 del VIH-1 subtipo B en cultivo de células de insecto.
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9. DISCUSION

En el presente trabajo, se logré la implementacion del sistema de
expresion de proteinas heterélogas basado, en cultivos de células de insecto
infectados con vectores de expresion baculovirales (IC-BEVS), para esto se
realizd la construccion de dos baculovirus recombinantes, ambos portadores
del gene heterélogo gp120 del VIH-1, con diferencias en el origen del ADN, ya
que uno fue aislado del pldsmido de referencia HXB2 y otro de un paciente
mexicano. Asimismo, se logré la expresion de las gpl120 recombinantes en

cultivos in vitro de la linea celular de insectos Sf9.

Algunas de las mayores ventajas que posee el sistema IC-BEVS, en
comparacién con los sistema de expresion de E. coli, de Staphylococcus
aureus, el de células de mamiferos y con el de levaduras, es el obtener un alto
nivel de expresion del producto, asi como ser el Unico que ha recibido
aprobacion de la FDA para pruebas clinicas (The Recombinant Protein
Handbook, Amersham Biosciences, UK). Asimismo, a diferencia del sistema
de expresion de Escherichia coli, éste sistema tiene la capacidad de llevar a
cabo los procesos postraduccionales que dan origen a la maduracién de
proteinas, tales como N- y O-glicosilacion, fosforilacidon, acilacion de acidos
grasos, a-amidacién, amidacién N-terminal, carboximetilacion, isoprenilacion,
plegamiento de proteinas, corte de péptido sefial, corte de sitio proteolitico,
(Gooche y cois, 1991).

La seleccion del sistema de expresion a implementar, se enfocé en
base a la capacidad del mismo para producir proteinas recombinantes que
funcionen como subunidades de vacunas, observando qué en los ultimos
afos, mediante este sistema, se han producido y expresado proteinas en
células de insecto de varios virus animales como: la lengua azul, el parvovirus

porcino y canino, peste porcina clasica y el virus de la peste equina africana.
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Incluso, se han logrado expresar varias proteinas a la vez en forma semejante
a la del virion ("Virus like partidles VLP" o particulas que parecen virus) como
es el caso de la lengua azul, produciéndose un producto de gran capacidad
inmunogénica. Recientemente, se ha desarrollado una vacuna de subunidad
frente al virus de la peste porcina clasica (VPPC), usando exclusivamente la
glicoproteina (gp 55) mediante un sistema de baculovirus. Esta proteina
induce la produccién de anticuerpos neutralizantes capaces de proteger de la
infeccion causada por el virus silvestre (Sanchez-Vizcaino, 2001). Algunos
otros ejemplos de las proteinas producidas en el sistema IC-BEVS con
importancia médica-clinica, son el antigeno de superficie del Virus de la
Hepatitis B (Miao y cois, 1998), la proteasa NS3 del Virus de la Hepatitis C, de
gran utilidad enzimatica en el ciclo del virus (Hou y cois, 2003); el antigeno
asociado a carcinoma hepatocelular HCA587 utilizado como blanco para
inmunoterapia, presenta una capacidad antigénica similar a la contraparte
natural (Li y cois, 2003); las glicoproteinas gp48 y gp53 del Virus de la Diarrea
Viral Bovina que presentan inmunoreacciones similares a las nativas
(Chimeno-Zoth y cois, 2001); la produccién de Hormona de Crecimiento

Humana (Geng y cois, 2002) y el Interferén @(Smith y cois, 1983).

En el presente estudio, un enfoque importante fue la seleccién de la
proteina a expresar en el sistema IC-BEVS, y, considerando que el VIH es
uno de los principales problemas de salud publica en el mundo, se selecciond
la gp120 del VIH-1 para ser expresada con perspectiva a ser una vacuna de
subunidad. Lo anterior concuerda con algunos estudios recientes, los cuales
sugieren que para una respuesta inmune Optima por parte del hospedero
infectado por el VIH, son importantes los carbohidratos unidos a la gp120
durante los procesos postraduccionales. En uno de los estudios se observo la
limitacibn de la respuesta inmune a una gpl60 nativa, al analizarla en 3
formas diferentes de la glicoproteina modificadas para la N-glicosilacion en los
sitios 40, 50y 60 (Reitter y cois, 1998). Asimismo, se ha observado que

eliminar los sitios conservados de glicosilacion de la gp120, no se potencia la
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respuesta inmune humoral, y a nivel de inmunidad celular, la pérdida del
extremo carboxilo de la proteina reduce significativamente la eficacia de los
LTC's contra el virus (Chakrabarti y cois, 2002). Por lo tanto, algunos
investigadores sugieren que gran parte del éxito en la respuesta inmune esta
dado no sélo por fenbmenos postraduccionales, sino también por el proceso
de traduccién, ya que dicha respuesta ha sido potenciada con cambios en los
codones de la gp120 para crear una proteina sintética, y aunque los ARNm en
citoplasma estén a una concentracion similar entre el grupo que recibi6 la
proteina sintética y el control con la proteina silvestre, el primero genera una

mejor respuesta inmune humoral y celular (André y cois, 1998).

Al momento existen diversas estrategias para la produccién de un
inmundégeno seguro contra el VIH-1; muchas de ellas se basan en la
produccion de subunidades estructurales del virus, ya sea la gp160 que es €l
producto de la traduccién del gen Env del virus, o del producto de la escincion
de la gp160 que son la gpl20 y la gp4l, siendo la primera de especial interés
por el contacto directo con el receptor CD4. Asimismo, los trabajos que ya
destacan por encontrarse en etapa de ensayo clinico son AIDSVAX MN vy
AIDSVAX B/B derivadas del subtipo B en fase Il de pruebas clinicas y
sintetizadas por la Compafiia VaxGen; una rgpl20 CM235/SF-2 derivada de
los subtipos By E se encuentra en fase |y Il de pruebas clinicas en Tailandia,
y es producida por la Compafiia Chiron. Por dltimo, la rgp160 TH023/LAI-DID
derivada de los subtipos B y E, que se encuentra en fase |y Il de pruebas
clinicas, producida por Aventis-Pasteur (Heilman, 2003).

Es importante hacer mencion sobre la primera y Unica vacuna que al
momento se encuentra en la fase mas avanzada de pruebas clinicas. Se trata
de la AIDSVAX B/B y AIDSVAX BJE de la compafiia VaxGen; ambas son una
preparacion bivalente de gp120 recombinantes, y se encuentran en Fase lll en
Norte América, Europa y Tailandia, con resultados a momento

controversiales, ya que solo confiere proteccion a poblaciones reducidas; no
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respuesta inmune humoral, y a nivel de inmunidad celular, la pérdida del
extremo carboxilo de la proteina reduce significativamente la eficacia de los
LTC’'s contra el virus (Chakrabarti y cois, 2002). Por lo tanto, algunos
investigadores sugieren que gran parte del éxito en la respuesta inmune esta
dado no solo por fenébmenos postraduccionales, sino también por el proceso
de traduccién, ya que dicha respuesta ha sido potenciada con cambios en los
codones de la gp120 para crear una proteina sintética, y aunque los ARNm en
citoplasma estén a una concentracion similar entre el grupo que recibié la
proteina sintética y el control con la proteina silvestre, el primero genera una

mejor respuesta inmune humoral y celular (André y cois, 1998).

Al momento existen diversas estrategias para la producciéon de un
inmundégeno seguro contra el VIH-1; muchas de ellas se basan en la
produccion de subunidades estructurales del virus, ya sea la gp160 que es €l
producto de la traduccién del gen Env del virus, o del producto de la escincion
de la gp160 que son la gp120 y la gp4l, siendo la primera de especial interés
por el contacto directo con el receptor CD4. Asimismo, los trabajos que ya
destacan por encontrarse en etapa de ensayo clinico son AIDSVAX MN vy
AIDSVAX B/B derivadas del subtipo B en fase Il de pruebas clinicas y
sintetizadas por la Compafiia VaxGen; una rgp120 CM235/SF-2 derivada de
los subtipos By E se encuentra en fase |y Il de pruebas clinicas en Tailandia,
y es producida por la Compafia Chiron. Por ultimo, la rgp160 THO023/LAI-DID
derivada de los subtipos B y E, que se encuentra en fase |y Il de pruebas
clinicas, producida por Aventis-Pasteur (Heilman, 2003).

Es importante hacer mencién sobre la primera y Unica vacuna que al
momento se encuentra en la fase mas avanzada de pruebas clinicas. Se trata
de la AIDSVAX B/B y AIDSVAX BJ/E de la compafiia VaxGen; ambas son una
preparacion bivalente de gp120 recombinantes, y se encuentran en Fase Il en
Norte América, Europa vy Tailandia, con resultados a momento

controversiales, ya que sélo confiere protecciéon a poblaciones reducidas; no
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obstante, otros modelos no han avanzado de la etapa | de pruebas clinicas
(Heilman, 2003; Tramont and Johnston, 2003).

Por otro lado, se realiz6 la titulacién de los baculovirus recombinantes
obtenidos de la transfeccion, los cuales constituyen el stock viral, lo anterior
debido a que conocer el titulo viral es un factor indispensable para realizar
infecciones futuras. En el caso de los baculovirus, el desconocer la pfu/ml de
cada stock viral conlleva a realizar infecciones sin conocimiento de la cantidad
de virus a aplicar, si el nUmero de virus es menor al requerido por el nimero
de células la produccion de la proteina recombinante serd muy pobre
desperdiciando material y equipo. Por el contrario, si la concentracion del virus
llega a ser mas alta que la celular, se multiplica el nimero de particulas
defectivas virales producto de la infeccion, llevando a la pérdida del
baculovirus recombinante por simple competencia con las particulas
defectivas en las infecciones secundarias. (Kool y cois, 1991; Wickham y cais,
1991; Coen and Ramig, 1996). El método empleado para la titulacion viral es
innovador ya que es cuantitativo, a diferencia de los tradicionales como son el
end point dilution y el de conteo en placa, ambos tienen en comun el ser
métodos cualitativos (Mena y cois, 2003), no existen a la fecha reportes del
empleo de éste método de titulacion en baculovirus recombinantes que
expresen proteinas diferentes a la fosfatasa alcalina, por lo cual concordamos
con Mena y cois. (2003) que el método propuesto por ellos puede ser utilizado

por cualquier baculovirus recombinante.
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10. CONCLUSIONES

Los logros obtenidos con el presente trabajo son mencionados a continuacion:

» Se construyeron dos baculovirus recombinantes que incluyeran como
gen foraneo la gp120 del VIH-1 Subtipo B, una secuencia obtenida del
plasmido de referencia HXB2 y otra secuencia de un paciente

mexicano.

* Se logro la expresion en células de insecto in vitro de la rgp120 de los

baculovirus recombinantes construidos.

* Se implemento el sistema de expresién de proteinas recombinantes,

basado en cultivo de células de insecto-vectores baculovirales.

* Se estandariz6 la reaccion en cadena de la polimerasa para amplificar

la secuencia de la gp120 del VIH-1.

e Se aislé y clon6 una secuencia completa de la gp120 del VIH-1 de un

paciente mexicano.

* Se aprendié el manejo de las lineas celulares de insecto in vitro Sf9 y
Tn5B1-4.
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11. PERSPECTIVAS

Algunos de los principales aportes del presente trabajo es la
implementacion del sistema cultivo de células de insecto-vectores
baculovirales, asi como la construccién de dos baculovirus recombinantes
gue expresaran la proteina gpl20 del VIH-1 Subtipo B y asimismo
expresar la proteina viral recombinante en cultivo de células de insecto
Sf9.

En base al trabajo anterior, se abren nuevos horizontes de estudio,

estableciendo al momento las siguientes perspectivas:

e Evaluacion como inmunégeno de la gpl20 recombinante para medir
respuesta inmune humoral y celular en ratones 0 ratas. La estrategia a
seqguir, es realizar un protocolo tradicional de inmunizacion para
posteriormente obtener linfocitos y con estos realizar las pruebas de
respuesta inmune. También, es importante hacer mencién que se
administrara la gp120 al menos con 2 adyuvantes diferentes para medir

cual de ellos genera una mejor respuesta inmune.

e Purificacibn de la gpl20 producida en el sistema IC-BEVS. Esta
reportado un método para la purificacién de la proteina, sin embargo,
requiere una cantidad de 40 L de cultivo, por lo tanto, lo mas factible es
realizar un empacado de columnas para purificacion con el anticuerpo

monocolonal para gpl120.
e Produccion jn vitro en cultivo de células High Five de la gpl20

recombinante. Cuando se realiza la produccion a gran escala de

proteinas recombinantes es recomendable utilizar ésta linea celular, ya
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gue produce, al menos, cinco veces mas proteina recombinante que la
Sf9, sin embargo, no es recomendable para multiplicacion del virus ya

gue aumenta el numero de particulas virales defectivas.

e Caracterizacion de los niveles de glicosilacion de la gpl20
recombinante. Es importante medir los niveles de glicosilacion de la
proteina, para con esto relacionar el proceso postraduccional con la

respuesta inmune.
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12. RESUMEN

En el presente trabajo, se implemento el sistema cultivo de células de
insecto-vectores baculovirales (IC-BEVS) para la produccion de la proteina
recombinante gp120 del VIH-1 subtipo B. Para lograrlo, se aisld la secuencia
genética de la gpl20 de un paciente mexicano (No. 69) y del plasmido de
referencia HXB2, dichas secuencias se clonaron en el plasmido donante
pFastBad; con éste plasmido se transformaron células bacteriales E. coli
DHIOBac que contienen el genoma completo del baculovirus ACMNPV, en
éstas células se indujo una transposicion dirigida para transferir las
secuencias de la gp120 al genoma baculoviral, mediante analisis fenotipicos y
genotipicos se detectd a los baculovirus recombinantes, con lo cual se
obtuvieron dos baculovirus recombinantes con la secuencia de la gp120 del
VIH-1, uno del paciente mexicano No. 69 (Bac-69-1) y otro del plasmido de
referencia HXB2 (Bac-HX-4). Con el genoma desnudo de los baculovirus
inmerso en liposomas, se transfectaron cultivos de células de insecto Sf9.
Mediante la técnica de Western blot se detectd con el anticuerpo monoclonal
IgGi anti-HIV-1 gp120 ratén la produccién de la proteina recombinante gp120
en las células de insecto. Por ultimo, se realizo la titulacion de los baculovirus
recombinantes obteniendo para el Bac-69-1 una pfu/ml de 1.37 X 107ml, y
para el Bac-HX-4 una pfu/ml = 1.41 X 107/ml.
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