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Resumen 

RESUMEN 

Los Adenovirus han sido utilizados en los últimos años como ""vectores" 

para la transferencia y expresión de genes en diversos Úpcis ~!ulares, órganos y 

organismos, ya que gracias al desarrollo .era ¡.;s métodos' de lnge.nierra Genética y 
-.-'-¡.· 

de la Biología Molecular, ha sido ~osible de:iarrollaj.1a..te!"r:io1ogía que.nos permite 

generar Adenovirus· recombinántes· (Adr)~··: La; apÍicaciÓn de·.· estos. vectores Como 
. . . . '-.;., '; ' . -~'.;/. - . ' ... 

herramienta es muy diversa y va desde su-. uso en estrategias terapéuticas para el 
. . - . '"--o'':'. '" . - . ~--' -· "' . ' . ' - . - . ¡. 

tratamiento de enfem:.edacÍes C:.,rTio la fibri:.;.;;. quf;.ti~ y ciE> O:..~a ,'.ía'riE>dad de tipos 

Por lo anterior sedecidió construi(<J.'1 Adf que no;. perrTlita evaluar la eficiencia de 

infección (así como ((:,~ niveleo;.· de expresión de otros genes) de. este Sistema 

Adenoviral en distini;;~ tipos ceiul~res_ 
;", -... -",;. \; :·>----~-- -· __ ,_ 

-, ~:-~/_:--~ ;, .. . 

El Sistema Adenoviral. ~ebornt>lriante. ~~~;~~FP) construido, perr:nite la expresión 

de un íJen report~~~ ,¿'F'~:;.~¿~.~J~'de ser;"obsenlado mediante micro;.copía de 
·--· .. -= .. 

fluorescencia. La proteína rodifleac:Ía por él gen GFP es una proteína fluorescente 

que flilncioria . com~: ú~ excel~~;~ ~ .. ~~riere; ya que-su fluoresCEÍncia puede ser 

detectable direciámente E>~ rnUc:h~;. Eó.s'~E>ci.;;~ difeor.;;;,~es si~ ~~_;;r que adicionar 

sustratos o cofacfores: 
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Resumen 

El sistema pAd-GFP permite, generar pacticulas virales altamente infectivas pero 

deficienws en su replicación en células normales, por lo cual no generan progenie 

viral y por lo tanto, no inducen un efecto citopático. Una _vez. que' el AderÍovirus 

infecta a la célula blanco su genoma permanece en ~stcídb ·~pisofll~I y a partir de 
. ' . - .. 

este se expresa exclusivamente el gen de GFP. Además, este sist;,,ma tiene 

eliminadas aquellas secuencias que podrían participar· en un· -e.;,eríto de 

recombinación homóloga con el genoma celular. 

El sistema pAd-GFP nos permite analizar cualitativa y cuantitativamente la 

expFesión de GFP y con ello nos permite determinar con precisión la eficiencia de 

infección. Además d¡¡i que nos permite optimizar las cond"-iones de infección, nos. 

permitirá observar el tiempo de expresión del .producto protéico del gen GFP 

después· de la infe=ión, cuanto tiempo permanece'"expresándose el gen y si la 

progenie celular expresará la proteína y si hay alguna alteración en la expresión 

de la proteína. 
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Introducción 

1.1 GENERALIDADES 

1.1.1 SISTEMAS DE TRANSFERENCIA Y EXPRESIÓN DE GENES 

En la actualidad se cuenta con sistemas que facilitan la introducción de genes 

específicos dentro de una célula, y que nos permiten controlar finamente su 

expresión. Estos sistemas constan de vectores, ya sea virales o plasmidicos, que 

incluyen además del gen de interés, genes marcadores y/o estructurales, el 

promotor transcripcional adecuado y otras secuencias reguladoras, etc. 

Mediante este.tipo de sistemas ha sido posible no solamente estudiar la función de 

algunas protE![f.;.;¡~ dentro de una célula, sino también dentro del organismo 

completo mediante · 1a generación de organismos transgénicos. Este tipo de 

sistemas tarTll:>ién han permitido inducir altos niveles de expresión para la 

producción a gran escala de proteínas con interés farmacológico. 

1.1.2 VECTORES DE EXPRESIÓN 

Diversas herramientas de Biología Molecular han permitido generar una amplia 

gama de vectores con distintas características que son utilizados para generar 

proteínas recombinantes tanto en organismos procarióticos como eÚcarióticos. 
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Introducción 

Para que estos vectores puedan expresar eficientemente genes específicos dentro 

de una célula, necesitan contener señales de transcripción y tradu=ión que 

regulen la expresión de estos genes. Entre estas señales se encuentran distintos 

elementos como; Origen de reotjcación Cori>. Promotores transcripcionales que son 

secuencias de ADN involucradas en la unión de la RNA polimerasa para iniciar la 

transcripción, (los promotores más utilizados para la constru=ión de vectores son 

los de origen viral, en la Tabla 1.1 se mencionan algunos ejemplos), Sitio Múltiple 

de clonación CSMCl (región del vector que contiene varios sitios de corte para 

distintas enzimas en donde podría ser clonado el gen de interés), Marcadores de 

resistencia oara antibióticos (son genes que confieren la resistencia a bacterias o 

células de mamíferos, para crecer en medios de cultivo con antibióticos 

específicos como pueden ser ampicilina, kanamicina, gentamicina. estreptomicina. 

neomicina, etc). 

Tabla 1_1: Promotores utilizados 

PROMOTOR 

itomegalovirus 
1rus de tumor mamario de ratón 
1rus de Ja leucemia murina 
irus del sarcoma de Rous 
1rus del simio 

(CMV} 
(MMTV) 
(MuLV) 
(RSV) 
SV40 
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Introducción 

1.1.3 MÉTODOS DE TRANSFERENCIA DE VECTORES DE EXPRESIÓN 

Existe una gran vañedad de métodos de transfe=ión, desde aquellos que utilizan 

reacciones químicas en donde se forman complejos con el DNA, otros en los que 

el DNA es "inyectado" dentro de la célula por medio de procedimientos físicos, o 

hasta la utilización de virus defectivos en la tabla 1.2. se mencionan algunos de 

estos métodos. Todos estos métodos ya han sido estudiados y manejados en 

distintos tipos celulares, por lo que ahora se conoce la eficiencia y ventajas de 

cada uno de ellos para algunas líneas celulares. 

METODOS QUIMICOS 

- Precipitación con fosfatos 

•capo. 

- Llposomas 

METODOS FISICOS 
- Electroporación 

METODOS VIRALES 
- Virus Recomblnantes 

Reacción qulmica que permtte la 
formación de ctistales mic~ieos Se observa mayor eficiencia 000 
=r ~~fa';.• que son fagocitados células adherentes. 

Los lipososmas son veslculas de 
fosfollpldos que encapsulan al DNA y . 
que se fusionan con la membrana Se observa mayor ef""1etencla con 
celular para liberar el DNA dentro de células adherentes. 
la célula. 

Las c~lulas son expuestas a un 
Impulso eléctrico para penneabllizar 
la membrana celular y permitir que ef 
DNA pueda entrar a la célula. 

Utilizados principalmente en 
células en suspensión. 

Han sido usados para la 
transfecci6n de fibfoblastos y 

célutas epiteliales. 

El gen de Interés es liberado en 
forma de virus defectivo. 
encapsulado con una envoltura Se ha Infectado en muchos tipos 
vfrica, que incTementa la ef"tciencia de células de mamífero. 
de la transfección. 
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Introducción 

1.1.4GENES REPORTEROS 

Existen diversos genes reporteros que permiten el monitoreo de. los . genes 
' .. '.. 

transfectados en las células. En la tabla 1.3 se men_cio_nan_:algunos.ejemplos de 

genes reporteros. La 13-glu=ronidasa (GUS) y j3-gal_,;dosid~s.;; (13-i;lalf son.genes 
- ,; ~· • e 

reporteros que permiten teñir a las células transf~aéia;.'. Otró~ .. ~rnº I;;, Íuciferasa 

(Luc). cloramfenicol acetiltransferasa (CAT) y l~·fosfatas;;, .. alcalin~ (AP} han sido 

utilizados para determinar la eficiencia de transfección, y más recientemente, se 

ha utilizado GFP, =mo gen reportero debido a sus características que serán 

mencionadas más adelante (Zhang, 1996). 

13-Qalactosidasa (J3 -gal) 

J3 -glucoronidasa (GUS) 

cloramfenicol acetiltransferasa 
(CAT) 

protelna verde fluorescente 
(GFP) 

Luciferasa (Luc) 

Espectrofotométrica y fluorimétrica 

Espectrofotométrica , fluorimétrica e histoquímica 

Cromatografía en capa fina y cuantificación de la 
radioactividad incorporada 

Espectrofotométrica y fluorimétrica 

Espectrofotométrica 
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Introd11cción 

1.2 PROTEINA VERDE FLUORESCENTE 

1.2.1 ESTRUCTURA 

El gen de GFP (aislado. de e la medusa Aequorea victoria) fue clonado y 

secuenciado en 1992, y codifica para una proteína de 238 aminoácidos que 

presenta un peso mole.;~·lar ·c1;.:·entre 27 kD y 30 kD (Chalfie, 1994., Yang, 1996) 

(figura 1. 1 ). El gen ha sido expresado en una gran variedad de especies, 

incluyendo bacterias, plantas, Drosophila melanogaster, Caenorhabditis e/egans, 

pez zebra, mamíferos, etc. 

Figura 1. 1. Estructura <Je la proteina verde fluorescente (GFP). La estructura de 
GFP tiene forma de cilindro. por lo que se le hn denominado '1 su estructura, 
Barril-f3. esta constituida por 11 cadenas antiparalelas 1~ en forma de hojas 
y en Jos extremos del cilindro se aprecian u. -llelices cortas (Yang, 1996). 

1.2.2 PROPIEDADES 

Como se observa en la figura 1 .2. GFP puede ser excitada con luz UV o luz azÚI 

(395nm) y presenta · la capacidad de emitir fluorescencia verde (509nm). que 
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Introdztcción 

puede ser analizada mediante microscopía de fluorescencia, espectrofotometría y 

citometría de flujo, además de la gran es_tabHidad de la fluorescencia, no se 

requiere de ningún sustrato o cofactor (Chalfie,-1_ 995). 

Debido a estas caract_erísticas, GFP es una proteína altamente_ atractiva para el 

uso en Biología Molecular como gen marcador. 

400 500 600 
Wavelength (n m) 

Figura 1.2. Espectro de absorción y emisión de GFP (Chalfie. 1995). 

La capacidad de fluorescencia de GFP está mediada por_ una -secuencia de 

aminoácidos (Ser-Tyr-Gly), - que mediante un procesó de ciclización forman la 

estructura del fluorocromo; como se observa en la figura 1.3. El fluorocromo se 

encuentra en el interior de la -estructura de GFP, por lo que está protegido del 

medio que rodea a la proteína, lo que explica la gran estabilidad de Ja 

fluorescencia de GFP y su resistencia a Ja desnaturalización. 
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Introducción 

A 

Figura 1.3. Localización del fluorocromo en la estructura de GFP. A) de rojo se obseiva 
el fluorocromo el cual está protegido en el interior del cilindro y de azul las cadenas a. 
helice, B) se observa de azul Trp57, el fluorocromo de rojo y de amarillo Phe64 y 
Phe46 (OrmO , 1996). 

El fluorocromo (ver figura 1.4.) es una p-hydroxybenzylideno-imidazolidona que 

consiste de residuos Ser - dehydroTyr- Gly, (Cody 1993). La ciclización de estos 

residuos forma el anillo de imidazolinona. La formación del fluorocromC>-se lleva a 
... '. ,~_ 

cabo mediante dos pasos: El ·primer: paso es el ataque nucleofíHeo d;,;l···grupo 

amino de la Gly67 con el grupo • carbo~ilo_._de .ser65,.,su~i'~C:~E.ni~;,,~rite la 
,;C';.,, 

eliminación de una molécula'. .-d~--~.·~~i~-~---:·:·~~-~~-¡-t-~\>_~r;\ l~:~)~i~~~~!ó~-~-;-d'~··'.:·~~ anillo 

imidazolidinona. En el segundo paso E!1 p~e,:¡t.;, Cª-CP deé'Ty~6 .es';;xidado y 
-. . . ; .. - : .. ~· '.: ' - . . . - -- ·,.:_-, .. - -.. _- --.. ' 

cuando es excitado (395nm)emite la fluoresce,:¡ci,;¡ (Orm0,.1996)." 
. - - . ' " . 

Con lo anterior se puede de~¿,ci~ q~e la ;,,xpresióri de GFP recombinante es 
. -· -

posible debido a que en la fo~mación del fluo-rocromo no requiere ninguna enzima 

especifica de A. victoria. 
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Introducción 

Figura 1.4. Estructura del fluorocromo de GFP (representado con el cuadro verde) (Prasher. 1992). 

1.2.3 APLICACIONES 

Las aplicaciones que se .le .han·dado a GFP recombinante son muy diversas, a 

continuación se mencionan algunas de ellas: 

. ., .... . . 
1. Determinación de la eficiencia· de transfección,- infección, etc. 

2. Análisis de a~ivid~d d:·pr6;:,;~f~~es 'y d_; 'di;,ersas secuencias de ADN 

reguladoras d~ I~ tránscri~:d¡¿O>~C::~mo potenciadores y silenciadores, etc. Así 

mismo, se ha anali~.;do e.I· efect; 'de algún factor de transcripción sobre la . . ... . 

actividad de algún promotor C:,,seéuencia, específica de ADN. 

3. Análisis del efect~ el;. u~a· ~e~uemcia peptídica especifica como señal de 

localización intracelular, etc. 
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Introducción 

1.3 ADENOVIRUS 

Los Adenovirus (Figura 1.5) se aislaron y caracterizaron al estudiar el 

origen de much".'s enfermedades del tracto respiratorio superior a . mediados. del 

siglo XX. Los nombres iniciales con que les denominaron los investigadores 

reflejan este tropismo hacia el tracto respiratorio: Adenoid Degeneration (AD). 

Respiratory 11/ness (RI), Adenoidal-Pharyngeal-Conjunctival (APC) o Acute 

Respiratory Disease (ARD) agents. El prefijo Adeno- proviene del tejido a partir del 

cual fueron aislados por primera vez, es decir, el tejido glandular adenoide. 

Los Adenovirus también están asociados con infecciones del tracto intestinal e 

infecciones en los ojos. Muchas infecciones son persistentes y pueden ser 

reactivadas por episodios de inmunosupresión (White,1994). Estos virus también 

provocan diversos trastomos en los animales y pueden transformar células 

normales en tumorales. 
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En 1962 se descubrió. que.el Ad-12 inducía la formación.de tumores.malignos tras 

su inoculación en hámsters recién nacidos .. Esa fue la primera vez que un .virus 
. ·\ ... ' :·· -. ' .... ~ ,' . ,.·:: '' ·>- · .. :::~· .- . . - . .... -·:· - . 

humano mostró capaCidad ', ori=génica.:· J\ :pesar de, su· habilidad · inductora .. cie · 

tumores. in vit;,, y ~~\;~·n~fbn~a~i6n ~e .;.:;lti~o; ;;,.lulares,. no ~e ha•· ~errÍostrado 
que los Ade'novirus.caii'sen.Cán~r.;,r{;.15_,;¡.h...;mano, aunquesLexiS!eun informe 

. ·~-::-·.e -:- . . --

que vincul.; a uri RNÁ.r~la;;¡·o'.:i~ci(; C<>ri 1o8 Adenovirus =n tuml:>res ne¿;ro~éni=s .. 
. ' . -~ ·:...·>"::" 

Los intentos 'por ;en~r;itíar g~ricim".' p.denoviri= en turr;iores, humanos han 

fracasado. Esta cá~;.¡;¡~a'citurnoiigénica ha determinado que 10",.' Áden~virl.ii;; seián 
,';',;." ,:.,;, -~:::. ,'.;- ~-

=nsiderados . =mo'' irnport .. ntes' ..;:,c:>cielos ··para ·ensayos sobre· onc;;,génesis .. ·Los 
--~·.-=:, _._,., ,~, .. ;,._.,_ . ., .. ,_,, __ .. · .- -· ·- -c.-.~:oo·-·.·-c;;-- ·· 

estudios de las cé.h.Ílás ÍnfeCtadas por Adenovirus han =ntribuido 'ái conOCimiento 

sobre la exPreSión" y ,.,~(aCión geOéiicS vil-ares, la replicación:::~; :contr01 del ciclo ' .. --.,-_.,,,---.: .. _/ --

celular y la reg.:J'1.;ción' i:le1 ciecimiento celular. La =ntribución más destacable de - :'°"' - -~---- -
este grupo de ·_;.i~s· fue el descubrimiento del proceso de procesamiento (splicing) 

del RNAm, ya q'ue los estudios del RNAm Adenoviral revelaron la existencia de los 

in trenes. 

1.3.1 CLASIFICACION 

Los Adenovirus pertenecen a la familia Adenoviridae, la cual se divide en los 

géneros Mastadenovirus y Aviadenovirus. El género de los Aviadenovirus se 

limita a virus de aves, mientras que el género Mastadenovirus incluye virus de 

humanos, de simios, ovinos, bovinos, equinos. porcinos, caninos y de 

marsupiales pequeños. 
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1.3 ADENOVIRUS 

Los Adenovirus (Figura 1.5) se aislaron y caracterizaron al estudiar. el 

origen de much.13s enfermedades del tracto respiratorio superior: a media.dos del 

siglo XX. Los· nombres iniciales con que les denominaron los Investigadores 

reflejan este tropismo hacia el tracto respiratorio: Adenoid Degeneration (AD), 

Respiratory 11/ness (RI), Adenoidal-Pharyngeal-Conjunctival (APC) o Acute 

Respiratory Disease (ARO) agents. El prefijo Adeno- proviene del tejido a partir del 

cual fueron aislados por primera vez, es decir, el tejido glandular adenoide. 

Los Adenovirus también están asociados con infecciones del tracto intestinal e 

infe=iones en los ojos. Muchas infecciones son persistentes y pueden ser 

reactivadas por episodios de inmunosupresión (White,1994). Estos virus también 

provocan diversos trastornos en los animales y pueden transformar células 

normales en tumorales. 

'f'!? C!TC! ,-,º, 11 T F'AL .. - .. .,,_,1.~ '-' lY 
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Hasta el momento se =nocen 49 serotipos de Adenovlrus humanos, los cuales 

han sido distinguidos en base a su resistencia a la neutralización por un antisuero 

de otro serotipo de Adenovirus =nocido. Estos 49 serotipos están clasificados 

dentro de 6 subgrupos, y esta clasificación está basada en su habilidad para 

aglutinar eritrocitos, por lo que una de las clasificaciones de los Adenovirus 

humanos es la siguiente; 

A 

B 

e 
D 

E 

F 

Tabla 1.4: Clasificación de Adenovlrus 
SUBGRUPO SEROTIPO 

12, 18,31 

3,7, 11, 14, 16,21,34,35 

1,2, 5, 6 

8,9, 19,37,10, 13,15,17.20,22,30,32,33 

36,39,42,49 

4 

40,41 

1.3.2 MORFOLOGiA VIRAL 

Los Adenovirus carecen de envoltura pero presentan una cápside icosahédrica (20 

superficies triangulares y 12 vértices) =n un diámetro. de. 70 a 100 · nm (ver figura 

1.6.). La cápside esta =mpuesta de 252 capsómeros, de los cuales 240 son 

hexones y 12 son pentones. Cada penton .conti'3n.3.una proteína base (pentona 

base) que forma parte de la superficie de la ~ps'idEl, ·_de I;.; cual se proyecta una 

fibra que permite la unión =n la célula blan= (She~k. 2001 ). 
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Figura 1.6. Estructura de 
Adenovirus 
Representación esquemática 
de una partícula viral de Ad 
donde se muestran las 
principales unidades 
estructurales de la cápslde 

Además de las proteínas encontradas en la cápside del Ad, existen otras proteínas 

virales menores que juegan un papel importante en el ensamblamiento de la 

cápside y el empaquetamiento del cromosoma viral. En la Tabla 1.5. se 

mencionan algunas proteínas de este tipo con su respectiva función, y en la figura 

1. 7. se muestra una representación esquemática de un corte transversal de Ja 

estructura del Ad, señalando la localización de algunas de estas proteínas virales. 

1 

-

T bl 1 5 F "ón . a . tei ·r 1 

Nombre 

11 
111 

lila 
IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

IX 

PT 

Locaf1zac1ón Funciones conocidas 

Monómero hexamérico Estructural 
Base pentamérica Penetración 
Asociada con la base centamérica Penetración 
Fibra Unión al receptor celular 
Core: asociado con el DNA y la base Como Histona; 

1 pentomérica emoaauetamiento 

Polipéptido menor hexomérico Estabilización de la capside, 
ensamblado de la oarticula 

Core Como Histona 

Polipéptido menor hexomérico Estabilización, ensamblado de 
la partícula 

Polipéptido menor hexomérico Estabilización de Ja capside, 
ensamblado de la partícula 

Genoma - oroteína terminal Reolicación del aenoma 
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Figura 1. 7. Representación 
esquemática de un corte 
transversal de una partícula viral 
de Ad donde se muestran 
además de las proteínas de la 
e.ápside (hexonas y pentonas}, 
proteínas adicionales (por ej. VI y 
IX} que estabilizan la cápside y 
proteínas del core viral (V, VII y 
O) que se encuentran asociadas 
con DNA viral. el cual presenta en 
su extremo 5' a la proteína 
terminal (PT) (Flint, 2000). 

1.3.3 ORGANIZACIÓN DEL GENOMA 

El genoma de Ad5 es una molécula de DNA lineal de doble cadena de 

aproximadamente 36 Kb, que se encuentra asociado con diversos polipéptidos 

virales que lo condensan dentro. de. la cápside en una estructura semejante a la 

cromatina (Yeh, 1997):: E~t.;,,·~ge~o¡:;,~ codifica para e transcritos ,que son 
'·· ... : ' : .~:' - ·'· .-.', ·._ .· - . 

clasificados como, ,.terrip~anos'".· (représentados con la letra: E) .. y :tardíos 

(representados, como. L) .dependiendo de su momento de expresión con. respecto 

al ciclo de ~eipHc:aC?i¡;~ :-viral (Yeh, 1997). En la figura 1.8. se muestra 

esquemáticamente la.organización del genoma de Adenovirus. 

13 
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Figura 1.8. Representación esquemática de la organización del genoma de Adenovirus 
(Fllnt 2000). 

1.3.4 CICLO REPUCATIVO DE ADENOVIRUS HUMANO 

El ciclo replicativo se divide por convención en dos fases que son separadas por el 

inicio de Ja replicación del genoma viral. La fase temprana comienza tan pronto 

como el virus int~r:.S.~ú~:;~l'·1a .célula hospedera. Estos eventos incluyen Ja 

adsorción del ·virus, . Ja penet~.;;ción; el movimiento del genoma viral al núcleo y Ja 
-~·-

expresión. de genes .. temi:>r'-'ilnos\Las proteínas de expresión temprana regulan la 

replicación del genoma· viral, controlan Ja progresión. del ciclo celular de células en 
. - .. ,__" ·~; ., ; ·-· -· ~~: : .. :"· ' ~ .. · - - : " -

reposo e inducen ""·~!'."esto en Ja fase s. inhiben la vía de Ja apoptosis y evaden 

Ja respuesta antiviral'.de,ía··cé1uia'yto•:organismo~ La fase tardia inicia con Ja 

expresión de J~s ~;,.:n~~· !ardí~~ y ~Í~ina ~n el ensamblamiento y liberación de 

Jos viriones. 

1.3.4.1 Eventos tempranos de la infección 

El adenÓvi;..s s'e''u~e a Ja ~IÚI~ ~umana permisiva mediante la intera=ión 

de la fibra con el receptor adenoviral de la superficie celular CAR (Ad2) (Receptor 
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de Coxsackievirus y Adenovirus) ó mediante su unión al dominio. ot2 de las 

moléculas del MHC-1 (AdS) (Wang, 2000). Posteriormente, la intera=ión de la 

proteína base del·• penton ·con l()s receptores.' de : superfÍcie··<:131u1~r, ~ .. 133, y .. a,p, 

promueve 1a· . ..nci6cit.;s1s cieí itirusn;edi;.,d;;, 'por .'vesrcü1a;,; ci.;bi~rta~ C!Ei :clatrina 
.~· ·: 

(Flint; 2000; Yeh; 1997; Wang;:.2o0o): En el.endo .. oma tempranó,;e lleva a cabo 
. "-'· .. --~··· , :!.~«:' .. ·::~<·;.·~·' 

una degr.;dación parcial ~no~icl.;.iO:.inó cié~;:...:.;ci01TiíéntCI' ,;;;.;:.i: ií~rar 10~ núcteo-
~, -~~.'·' '~·~';·; .. ~:~ .. t:/::.:_·'.;~~~·· 

partícula vira( que inig...;, hacr.;. el núcleo a través del é:omplejÓ del poro nuclear. 

Esta núcleó:.Partfrul.i z;~;·se :~.~C.Ü·~ntra. asoéiada ~·~y~·~~bt:a'r~~:µ;;;:~~e dirige al 

genoma viral a ' Sitios és~cificos ¡ d ... da fnatri:Z nuciila~ :;'donde·' se ¡ inicia la 

transcripción ~Ei 1~.> g~ne~ :;,iral'*''. ·' > .' 

Las 3 metas principal e;,; de ia exprEi~ión ·d~ le>;,; genes tempranos sÓn: · 

1. Inducir a la ~ful~ hCl~~cferf3 a Ei~Ú,Z i ~~.:m~.,~~ e~ la fa~~S del ciclo 

celular, para que...;,IÍ.;.v~a~b;;'.J~ f~plic;..Ción viral. 

2. Activar los•· m9Canis,n'lÓs que prCltegen a ·la célula infectada contra la 
.. -.: ..... 1·-·· .... · .. -.:« ::· 

respuesta antlviral del organismo. 

3. Sintetizar la~ p~6tefnas ~i~ar;.'s necesarias para la replicación del genoma 

viral. 

El gen E1A se expre~ inmediatamente después de que el genoma viral llega al 

núcleo celular, eodifi~ para.dos proteínas de fase temprana (12S y 13S) que se 

unen a proteínas celu.lares y modulan su f'unción para controlar la progresión del 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 

IS 



Introducción 

ciclo celular inducen la transición de. la fase G1 a la fase S del ciclo celular en 

células en rer:ioso y mantienen a la célula hospedera arrestada en la fase S, en la 

cual existen· tod~s ·ros. eÍerTl~ntos necesarios para llevar a cabo la replicación del 

genoma virai.· Además, É1 A controla la expresión de los genes E1 B, E2A, E3 y E4 
- .,'\_ 

(Shenk, 2001·; FernánclSZ:1999) •. La eliminación del gen E1A bloquea gran parte 

de la expresión de 9er:ie~ \fÍralE>s, así como la síntesis del DNAv, pero se pueden 

generar • virionas· i déficientes:·. en la replicación. Esta eliminación ha sido 

ampliamente utilizada .. eri. ; . 1á tecnología de los vectores adenovirales 
·-{'_._:: 

(Femández, 1999). · E1 B ccintribuye a la activación de células en reposo al evitar el 

arresto del ciclo cel'ur'i.r e inhiÍ:,.ir I~ apoptosis dependiente de p53, ya que codifica 

para dos proteínas (55kd y• 19. ·kd) que secuestran y reprimen la función y 

expresión del antioncogen. p53 · (Shenk, 2001; Femández, 1999). El gen E2A 

codifica para distinta~ • p~oteínas ··qÜ~ están involucradas en la replicación del 

DNAv, que incluyen a la DNA polimerasa viral, al precursor de la proteína terrninal 

(TP) y a la proteína que se une a DNA de cadena sencilla (ssDNA). El gen E4 

codifica para una ó más proteínas que son necesarias para la replicación eficiente 

del DNAv. Esta proteína de 35Kd, forrna un complejo con E1 B (55 Kd) regulando 

el transporte de los mRNA's virales del núcleo al citoplasma mientras bloquea el 

transporte de los mRNA's celulares (Shenk, 2001 ). A diferencia de los demás 

genes de expresión temprana. los productos protéicos del gen E3 no son 

requeridos para la replicación del virus en cultivos celulares (Femández, 1999), y 

en cambio están involucrados en evadir la resouesta inmune antiviral. 

,-~~~~-~~~~~~ 
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El gen E3 codifica para una proteína de 19 kd que disminuye el transporte de 

moléculas MHC-1 a la superficie de una célula infectada y reduce Ja respuesta 

inflamatoria. Dado que el gen E3 no es necesario para la generación de viriones, 

esta secuencia se puede delatar y sustituir por un gen que permanece aún bajo el 

control del promotor del gen E3 en Ja generación de adenovirus recombinantes 

(Femández, 1999). 

1.3.4.2 Eventos tardfos de la infección 

Los genes que codifican para las principales proteínas estructurales del 

virión, como son Jos constituyentes de Jos hexones, penianas y fibras, están bajo 

el control del promotor tardío principal (MLP) que genera un gran transcrito 

primario. Después de que ha concluido Ja síntesis del DNA, el MLP_es fUertemente 

activado y el transcrito policistrónico es editado en mRNA's que cOdifican las 

distintas proteínas estructurales. Tres pequeños exones (TPL: "tripartita Jeader") 

son editados en el extremo 5' de todos Jos mRNAs tardíos virales, Jo que asegura 

que se traduzcan preferencialmente los mRNAs virales sobre Jos mRNAs 

celulares, para generar altos niveles de proteínas virales estructurales. Estos 

elementos también han sido utilizados en la tecnología de Jos Adenovirus 

recombinantes para expresar altos niveles de proteínas (Fields, 1996; Femández, 

1999). Posteriormente se lleva a cabo el ensamblamiento de las partículas virales 

en el núcleo y son liberados mediante lisis celular, una célula puede producir 1 000 

o más viriones. 
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1.4 VECTORES ADENOVIRALES 

Existen diversos protocolos para desarrollar Adenovirus recombinantes (Adr), 

desde aquellos. que presentan una expresión constitutiva .del: transgen de interés 

hasta los que presentan una expresión inducible y finamente.ccintrolada. 

' . 

El sistema de expt"eSión Adeno-X (CÚ::>LTEoCH, Ca~•K:°1~50-1) ofrece un 

método para ;:,~~t;Ji~ A'.ci~n<lvirus recombinantes, niediante el ui;o de técnicas 
<-t' 

básicas de Bi_()logfa 11t101e<:U1,¡i;.'. · 

El proceso completo consiste.de 3 etapas: 

1. Generar una unidad ·de expresión mediante la clonación del gen de interés 

en el plásmido pShuttle. 

2. Transferir la unidad de expresión al plásmido pAdeno-X. 

3. Transfectar en la línea de células embrionarias de ril'ión humano "HEK 293" 

para generar a los adenovirus recombinantes. 

Los Adenovirus recombinantes son cosechados al colectar el medio de los cultivos 

HEK 293 transfectados. 

Para clonar el gen de interés y producir Adenovirus que no se replican, 

grandes porciones de los genes E1 ~2-3528) ·y E3 ~7865-30995) han sido 

delatadas del genoma de AdS de tipo .silvestre .. Ya que el gen E1 se ha eliminado, 
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se requiere de la línea celular. HEK 293 para propagar a los Adr derivados de 

pAdeno-transgen. Esta línea celular expresa a las proteínas.delgen E1 que son 

esenciales para ia re~licación y tfClllscripciÓn ~el pAdeno-transg;.ri, esté plásmido 
,. ··' ·' \ 

contiene el resto. de ia i,,forrri~iÓ,:,· ,l;é~sáriá pan;,• prO<iÍicir partí~lás virales 

completamente funcionales pero d~fici~ntes e~. la r~~1iea~i~~: •• . - ,.,. . ·,., .... , 

Este sistema genera Adr que se propagan únicam;;,:,t;,_; e~ ·a~~ell:;;s ~iPos celulares 

que expresan a las proteínas codificadas pbr ~1". ~ .. ra tciJci;.l~~/ciE!~~~ tiPos 

celulares susceptibles a la infección, el Á.dr ge,:,erl3.Una · infeceión transito.ria no 
': ·~ ·• ··:.' /·.· -~:.;:: -: .>'' ~ ~:<~ ».-. ·-."_ <,: .. ;:·; .. :.- :' ·,_- ' .. 

citopática, dónde el genoma viral se mantiene ~111º u'n' e~iscin;a dentr~ del núdeo 

celular (no se integra en el genoma celular); y nÓ s.;, ;epÚ.;;;, ni ~E, tfCli-;,.'ciibeningún 

producto viral ya que la célula carece de los faCtores cÍe tránsaipcÍ.ón ~ecesarios 

(productos del gen E1 ). Sin embargo, el gen de interés se expres•ien. altos niveles 

ya que se encuentra bajo el control del promotor constitutivo de Citomegalovirus 

(PcMV-IE) cuya actividad es independiente de la proliferación de la célula hospedera 

y tampoco depende de la presencia de cualquier otro producto viral. 

Los Adenovirus son capaces de infectar un amplio rango de células en reposo y 

en proliferación de diferentes especies animales incluyendo al humano, primates, 

cerdos, ratones y conejos (ver tabla 1.6). Diversos repÓrtes sugieren que casi 

todos los tipos celulares de humano -incluyendo piel, .'.".úsculo, cerebro, hueso, 

nervio, hígado, etc.- son susceptibles a la. infe=ión'por'Ad. 
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Tabla 1.6: Especies animales no humanas infectadas por Adenovirus. 

TRANSFERENCIA PE GENES MEDIADA POR ADENOVIRUS EN 
ESPECIES NO HUMANAS 

ESPECIES 

Pollo 
Perro 
Mono 
Ratón 
Cerdo 
Conejo 
Rata 
Ove a 

REFERENCIAS 

Fisher & Watanabe, 1996 
Fang, 1996 
Bout, 1994 
Lee, 1996; Stratford-Perricaudet, 1990 
French, 1994 
Oonahue, 1998; Riew, 1998 
Mastrageli, 1993 
Holzinger, 1995 
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2.1 OBJETIVO GENERAL 

Generar un Adenovirus recombinante que permita expresar mediante su 

infección en células permisivas, al gen que codifica para la · prOteína. verde 

fluorescente (GFP). 

2.2 OBJETIVOS PARTICULARES 

1. A partir del plásmido pCMV/myc/nuc/GFP (invitrogen) clonar el gen GFP 

en el plásmido pShuttle para generar una unidad ele expresión. 

2. Subclonar la unidad de expresión en el vector pAdeno-X viral DNA 

3. Transfectar la construcción pAd-GFP en la línea celular HEK-293 para 

generar los adenovirus recombinantes que expresan a la proteína GFP 

4. Infectar un cultivo celular con el Ad-GFP recombinante y determinar la 

expresión de la proteína GFP. 
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2.3 PROBLEMA 

Diseñar y construir un sistema Adenoviral que pennita mediante la 

expresión de un gen reportero,'. analizar . la eficiencia de. infección, en diversas 

lineas celulares y cultivos primarios, con el fin de tener una herramienta para el 

uso de Adenovirus recorribinarítes 

2.4 JUSTIFICACIÓN 

La constru=iónde este sistema Adenoviral tendrá la aplicación de: 

1. Determinación.de la eficiencia de infe=ión en lineas celulares . 

. - .. 

Existen varias.razo:r;i:~·p¿fl.;s cuales se eligió está metodología de "Adenovirus 

recombinantes··ci,fTIC>.si;,rt'E.m~º.él"<. transferencia y expresión de genes: 

1. Es uno de. los· modeli:>;;.. virales más ampliamente estudiados y por lo tanto 

uno de los más conocidos, de tal manera que la tecnología para generación 

de Adenovirus.recombinantes se encuentra muy desarrollada. 

2. Con los sistemas actuales se pueden generar Adenovirus recombinantes 

que no se replican, por lo tanto no generan progenie viral. Además de que 

no presentan efecto citopático. 
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3. El genoma Adenoviral permanece ·en estado episomal, es decir no se 

integra en el genoma celular y solamente se.expresa.el gen de.interés por . . . 

un intervalo de entre'1y3 mese~.-Además de.que en. este si~tenía se.han 
. ,·· - :-'· . .. ' ,'.·· ·,' 

removido aquellas· seC:uencias . que· podrían participar: en un ·evento de 

recombinación tiomÓloga ~n el g~nonÍa celular. 

4. Por lo tanto este sistem.; nos permitéC.:.~~titiC:Sr y det.;rnÍinar,_;isÚalmente 

la eficiencia·. de infe=ión · en ~11.Jias >p;i.;,,;~;;,.,i Ó cif.1~1~s trÉillsformadas, 

optimizar las· co,:;diciones·. de. infección, ·~ .. ~;tiré .:observar .el tiempo de 

expresión de í<'!. p~btefna d~~pues; de · I¡;; i~fec.;iÓn, >~i la progenie celular 
.,.,·"' .-. . ; 

expresará la proteína, por cuanto tiempo y si hay alguna alteración en la 

expresión de la· proteína. 
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2.5 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

Amplificación del gen GFP mediante PCR a partir de pCMV/myc/nuc/GFP 

Clonación del gen GFP en el vector pShuttle 
pShuttle-GFP 

Digestión del vector pShuttle-GFP con 
las enzimas I-Ceu-I/PI-SceI 

Subclonación de la unidad de expresión 
_ 1-Céu-I/ P CMV-m-GFP/ PI-Scel 
en el veétor pAdeno-X pAd-GFP 

- - -- Transfección de pAdeno-GFP en la 
línea celular de empaquetamiento HEK 293 

Cosechar a los Adenovirus recombinantes 

Infectar el cultivo celular para deteriniriar la presencia 
deGFP .. 
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Material y Métodos 

PlASMIDOS 

pCMV/myc/nuc/GFP (lnvitrogen): Plásmido que contiene el gen de GFP. 

pGEM-T (Promega): Plásmido utilizado para clonar productos de PCR. Contiene en 
.. '. - _:_·->_ "•,:_ 

ambos extremos 3 • del vector ú;:,a: timidina, lo que permite la eficiente ligación de 

productos de PCR que ti~ne~ en ~~s extremos adeninas adicionales. En la figura 3.1. 

se muestra el mapa corre_spondi_ente a este plásmido. 

, .. ~ .. 
20 
~8 
3' ,, 
43 

~i 
/\---~:;::==:;! :: 

Figura 3.1. Mapa del plásmldo pGEM-T. 

,., ,, 
77 .. 
00 
07 
IC~ 
1~8 ,,, ... 

pShuttle (Clontech): Vector del sistema Adenoviral, que contiene al promotor pCMV 

para expresar constitutivamente niveles elevados del gen de interés. 
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Material y Métodos 

En este se clonará el gen GFP, para generar y liberar la unidad expresión. 

Presenta resistencia al antibiótico kanamicina, se observa su mapa en la figura 

3.2. 

Hr:d 111 

Ecdll 
Pl-Scel 

pAdeno-X viral {Clontech): Plásmido .que ·contiene el genoma de Ad5, con la 
:' ~ "_· ;'.: :.~.- ; ' 

región E1 y E3 delatadas, con resistencia ·ar·a:ntibiótico ampicilina, su mapa se 

observa en la figura 3.3. 

__Figura 3.3. Mapa del plásmido pAdeno-X. 
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.Material y .Métodos 

OLIGONUCLEOTIDOS 

En la siguiente tabla se muestran las secuencias de oligonucelótidos que. 

fueron utilizados para amplificar al gen GFP a partir del plásmido 

pCMV/myctnuc/GFP. 

OLIGONUCLEOTIDOS 

GFPnuc-S GAG AGG GCC CGC CAC CAT GGC TAG CAA AGG AGA AGA A• 
sentido (5"-3") 

GFPnuc-as CTG TGG TAC CCTAGC GGC CGTATC TAC CTA CCTTT 
Anti-sentido (3"-5") 

REACCIÓN EN CADENA DE POLIMERASA (PCR) 

La PCR es un método rápido y simple para copiar y amplificar secuencias 

especificas de DNA de hasta 1 Kb de longitud. Para utilizar este método, es 
. ' 

necesario conocer la secuencia de una región corta de DNA en cada extremo de 

la secuencia de mayor tamaño que se quiere copiar; estas secueñcias. cortas se 

utilizan para especificar cebadores de oligonucleótidos. El método consiste en 

realizar ciclos repetidos de separación de las cadenas de ADN, asociación y 

síntesis. 

El DNA de doble cadena que contiene la secúencia que se va a copiar y amplificar 

se mezcla con un gran exceso molar de dos oligonucleótidos de DNA de cadena 

sencilla (los cebadores). El primer cebador es idéntico al extremo 5· de la cadena 

29 
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Material y Métodos 

sentido del DNA que se va a copiar y el segundo es idéntico a la cadena 

anti sentido en el extremo 3 •. 

La reacción se inicia separando ·la doble cadena . de. DNA a alta temperatura y 

enfriando la mezcla par~ pennitir 10: asociación del DNA:: Dura~te la asociación, el 

primer cebador se hibridará con el extremo 3• de la cadena antisentido y el 

segundo cebador se hibridará con el extremo 3· de la cadena sentido. La mezcla 

fria se incuba con la DNA polimerasa 1 y los cuatro dNTP's pennitiendo la síntesis 

de un nuevo DNA. 

CONDICIONES DE PCR PARA AMPLIFICAR GFP 

REACTIVOS CANTIDAD 

·-· .. DNA tem lado CMV/m c/nuc/GFP 100n ·-dNTP's 10QuM 
MaCl2 2.SmM 
Oligonucleotido sentido (GFPnuc-S) 1 uM 
Oligonucleotido antisentido (GFPnuc-as) 1 ,. .... 
Enzima Taq polimerasa 1 L1 
Buffer de Tao oolimerasa 10x 1x 
H20 Suficiente para un volumen final 

PERFIL TERMICO 
1 . Desnaturalización del DNA 

2. Amplificación del DNA 

3. Extensión de la amplificación 

de25 ul 

95ºC durante 8 min. 

a)95ºC durante 30segJ­
b)64ºCdurante 45seg 
c)72ºC durante 45seg 

72ºC durante 1 Omin. 
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Material y Métodos 

CULTIVO CELULAR 

La linea celular HEK-293 (células . embrionarias . de . riñon ·. humano) 

(Clontech) son células tranSformadas con. ros: genes adenovirales. E1 A. y· E1 B, 

requeridos para la propagación del Aden?"'.i.'."-:J_S~-. ·.· .. · .. · ·, ... ··· 

La línea celular se cultiva a 37ºC en atnÍósfer.:. hÚnl~,· ~~ 'd~ ¿¿2; cori medio 
"··-.· ~-:-·'.: ·'" :. ,- . >'- ., 

DMEM (GIBCO) suplementado co11 }0%f:de;sueroü'et~l;bovino;·5.o. uÍml ·de 

penicilina G, 50 µg/ml de estre~tomicln,;,~#r'r;r.,,i'éfa:L~Íút,;,n;¡f1~.,·· 

La línea celular C3~A se cultiva a 3;.~ e~2:Ó0~;¡ húmeda, 5% de C02, .. - -

con medio OMEM-F12 (GIBCO) suplementado co.n .. 10% de' suero fetal bovino, 50 

u/mi de penicilina G, 50 µg/ml de estreptomicina y 4mM de L-Glutamina. 

TRANSFECCION TRANSITORIA 

Se siembran 1x106 células HEK-293 en cajas pSO (60mm de diámetro), 

cuando se presenta una confluencia de entre 50 y 70%, se transfectan con 

Lipofectamina (lnvitrogen), 30min antes de la transfe=ión se cambia el medio de 

cultivo, con medio mínimo escencial (OPTIMEM) y Shrs post-transfección se 

realiza otro cambio de medio de cultivo, con medio de mantenimiento (OMEM 

suplementado con 1.5% de suero fetal bovino, 50 u/mi de penicilina G, 50 µg/ml de 

estreptomicina y 4mM de L-Glutamina). 
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Material y Métodos 

PROPAGACIÓN DE PLÁSMIDOS 

Utilizando bacterias competentes E. coli (DHSa), se adicionan 100ng del 

plásmido en cuestión. a .una alícllota. de.· 200µ1 de• bacterias competentes. Se 

incuban 20min en hi;.lo;:•se,~pli::a:unchóque térmico de 1~ min a•42•c e 

inmediatamente de~pués's~ inc,,;ban 2min en hielo. Estas células se cultivan en 

placas de medio LB• e:::.~· el, ~ntibiótico adecuado y solamente las bacte;ias que 

incorporaron el plásmido presentan la resistencia que les confiere éste. Se 

seleccionan las colonias resistentes al antibiótico especifico. 

PURIFICACIÓN DE PLÁSMIDOS 

El DNA plasmídico se purifica a través del método de lisis alcalina, 

mediante una solución de fenol:cloroformo 24:1, y centrífU9>1ciones posteriores, 

siguiendo el protocolo de CLONTECH, Cat. K1650-1. 

COSECHA DEL VIRUS 

Los Adr se cosechan cuando los cultivos presentan un efecto, cit.opátíco 

claro. Se colecta el medio de cultivo (sobrenadante) y la monocapa celular, lisando 

las células para liberar a los viriones mediante tres ·ciclos de congelamiento-

descongelamiento (hielo seco-37ºC). Posteriormente se colecta la fra=ión soluble 

que contiene a las partículas virales. Este stock viral se suplementa con MgS04 

1 OOmM y se almacena a -70ºC. 
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.Material y .Métodos 

INFECCIÓN VIRAL 

Se Infecta un .cultivo de celúlas C33-A (80-90% de confluencia) é:on el 10% 

del stock viral durante 30min a 37ºC>.eri atmósfe~a húmeda, 5% de C02, y con 
' '. __ . ·. 

agitación suave. Posteriormente se adicionan 4ml denÍedi;,, de cultivo DMEM-F12 
. - ' . . . ' ' 

(GIBCO) suplementaciocon 10% de sÜéro fet~I b~·vino, .so u/mi de penicilina G, 

SOµg/ml de estreptomicina y 2mM de L~Glutamina: 

ANÁLISIS DE FLUORESCENCIA·. 

Se analizan las células infectadas con el virus,. mediante microscopía de 

fluorescencia. en un microscopio_ Ma.rca Lei~.-~odelo Diastéir. 
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Resultados 

CONSTRUCCIÓN DEL PLÁSMIDO pShuttle-GFP 

AMPLIFICACIÓN DEL GEN GFP 

A partir del plásmido pCMV/myc/nuc/GFP amplificamos al gen GFP mediante PCR 

y analizamos el producto mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%, 

encontrándo un producto especifico cercano a 900 pb que corresponde al tamaño 

del gen de GFP esperado (figura 4.1 ). 

2 

Flg.4.1: Amplificación del gen GFP. Gel de agarosa al 
2% teñido con Bromuro de Elidlo. Carriles: 
1) Marcador de peso molecular de 100pb. 2) Producto 
de PCR, fragmento correspondiente a GFP. 

Para corroborar que el producto amplificado corresponde al gen GFP, el fragmento 

amplificado se caracterizó mediante análisis de restricción, utilizando las enzimas 

BrsG 1, Not 1, Neo 1 y Nde l. En la figura 4.2 se müestran los sitios de corte de 

estas enzimas dentro del gen de GFP, y en la figura.4.3 se muestran los productos 

de la digestión correspondientes a cada una de las restricciones. 
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Resultados 

Tamaño de los 

Neo 1 Nde 1 BsrG 1 Not 1 ENZIMA 
productos de 
d1gest1on (bp} 

852 603 
Nde 1yNeo1 186 

63 

186 734 249 299 
BsrG 1 553 

299 

Notl 734 
118 

Fig.4.2: Gen GFP (852bp). En Ja izquierda se muestran los sitios de corte 
de las enzimas Nde 1. Neo 1, BsrG 1 y Not 1 dentro del gen GFP. en Ja 
derecha se muestra una tabla que nos indica el número y el tamaño de 
las bandas generadas por la restricción del gen GFP. 

900bp 
700bp--==-
500bp 

300bp 

JOObp 

734bp 
603bp 
553bp 

186bp 

118bp 

Fig.4.3: Análisis de restricción del 
producto de PCR (GFP) •. Gel de 
agarosa al 2.5% teñido con 
Bromuro de Etidio. 

Debido al porcentaje del gel y al corrimiento para observar las bandas de mayor 

tamaño, no es posible observar el fragmento correspondiente a 63 bp en la 

digestión con las enzimas Nde 1 y Neo l. Sin embargo se observan las bandas de 

603 y 186 bp. 
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Resultados 

CLONACIÓN DE GFP EN EL VECTOR pGEM-T 

La enzima Taq polimerasa tiene la propiedad de adicionar una Adenina (A) al 
,-, -· -

inicio y final del producto amplificado, independientemente_ del templado de tal 

forma que la A sin aparearse nos permite clonar productos de PCR 

(independientemente de su secuencia) en un vector pGEM-T, que se encuentra 

lineal y posee en sus extremos una Timidina (T) sin aparearse. 

Realizamos la reacción de ligación, de GFP con pGEM-T, utilizando una 

proporción 4:1 (lnserto:Vector), en un volumen de 10ul e incubación toda la noche 

a 4ºC. Transformamos bacterias competentes E. co/i DHSa. y sele=ionamos las 

colonias resistentes a ampicilina, purificando a partir de ellas el DNA plasmídico 

mediante lisis alcalina (figura 4.4). 

Figura 4.4. Clonación del gen GFP en el vector pGEM-T.A) colonias de bactertas 
resistentes a ampicilina obtenidas de ta ligación pGEM-T-GFP en cajas 
LB--amplcilina. B) candidatos purificados de pGEM-T-GFP, gel de agarosa al 1%, 
teñido con Bromuro de Etidio. 
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Resultados 

El gen de GFP clonado en pGEM-T se encuentra flanqueado en ambos extremos 

por un sitio de corte para la enzima Not l. Realizamos la digestión =n la enzima 

Not 1 y liberamos al gen de GFP =n extremos =hesivos para Not l. El análisis del 

producto de la digestión mediante electroforesis en gel de agarosa (figura 4.5) nos 

muestra un fragmento específi= menor de 800bp (debido a que se eliminaron 

algunas bases en el =rte que se realizó) que purificamos con el Kit GENECLEAN 

(Bio101 ). 

1 2 3 4 

200b 

753bp 

Fig.4.5: Liberación de GFP del 
vector pGEM-T. Gel de agarosa al 
2% teñido con Bromuro de Etidio. 
Carriles: 
1) Marcador de peso molecularde 

100bp 
2) pGEM-T-GFP sin digerir 
3) clona 1 digerida con Not 1 
4) clona 2 digerida con Not J 

Simultaneamente linearizamos al plásmido p-Shuttle con Not 1 para poder clonar el 

gen GFP purificado. La reacción de ligación se realizó con una proporción 

lnserto:Vector 10:1, en un volumen de 15ul y se incubó a 16ºC durante toda la 
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Resultados 

noche. Transformamos bacterias competentes E. coli DH5a sele=ionando las 

colonias resistentes a kanamicina y purificamos el DNA plasmidico (figura 4. 7) . 

. , 
~:-T-GFP, ( pG~867bp ,., 

Amp 
f" 

Notl 

> 

Figura 4.6. figura esquemática de la clonación del gen GFP en el vector pShuttle. 

B 

Figura 4.7. Clonación del gen GFP en el plásmido pShuttle. A) colonias de bacterias 
resistentes a kanamicina obtenidas de la ligación pShuttle-GFP en cajas LB-kanamicina, 
B) DNA plasmidico purificado a partir de colonias candidato pShuttle-GFP. gel de 
agarosa al 1 %, teñido con Bromuro de Etidio. 
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Resultados 

ORIENTACIÓN DE GFP EN EL PLÁSMIDO pShuttle-GFP 

Puesto que GFP fue clonado .utilizando el mismo sitio de corte. en ambos 

extremos, se obtuvo el gen.de GFP·c1C:,nado en ambos sentidos. Para determinar 

la orientación con sentido de GFP, se realizó la restricción del DNA de varios 

candidatos de pShuttle-GFP con .la enzima Nde l. 

La restricción nos libera un fragmento de 702pb cuando GFP se encuentra en 

orientación sentido y un fragmento de 927pb si GFP se ecuentra en orientación 

antisentido, analizamos el peso de los fragmentos liberados por medio de 

electroforesis en gel de agarosa (figura 4.8). 

OObp 

OObp 

Fig.4.8: Orientación de GFP 
dentro del vector pShuttle-GFP. 
Gel de agarosa al 2% teñido con 
Bromuro de Etidio. Carriles: 
1) Marcador de peso molecular de 
100bp 
2) pGEM-T-GFP sin digerir 
3-7) Candidatos digeridos con 
Ndel 
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Resl.Jltados 

GENERACIÓN DEL ADENOVIRUS RECOMBINANTE (Adr) 

SUBCLONACIÓN DE LA UNIDAD DE EXPRESIÓN EN EL VECTOR pAdeno-X 

DNAviral 

Se realizó la digestión del plásmido pShuttle-GFP con las enzimas Pl-Sce-1 y l­

Ceu-1 para liberar la unidad de expresión (UNITEX-GFP) (figura 4.9) y subclonarla 

en el vector pAdeno-X DNA viral. 

La rea=ión de ligación se realizó mediante una relación lnserto:Vector6:1, en un 

volumen de 30ul y se incubó a 16ºC durante toda la noche. Se transformaron 

bacterias competentes E. co/i DH5or. y se sele=ionaron las colonias resistentes a 

ampicilina. Se propagó el plásmido y se purificó el DNA plasmídico, para 

restringirlo y liberar la UNITEX-GFP (figura 4.1 O). 

1650bp 
JOOObp· 

2 3 

1323bp 

A 
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Resultados 

1-Ceu-1---~ 

e::::===> 'j 
I-Sce-1..__ __ e~V 

B 

Figura 4.9. UNITEX-GFP. A) Liberación de UNITEX-GFP. gel de agarosa al 1º/o. teñido con 
Bromuro de Etidio, B) figura esquematica de la liberación de UNITEX-GFP, 

Figura 4.1 O. Subcionación de UNITEX-GFP en pAdenoX viral. A) Colonias obtenidas de la 
ligación pAd-GFP en cajas LB-ampicilina, C) candidatos purificados de pAd-GFP • gel de 
agarosa al 0.5%, teñido con Bromuro de Etidio. 

Para corroborar la clonación pAd-GFP realizamos un PCR utilizando 

oligonucleotidos específicos , el aligo sentido híbrida en el extremo 3' de Ja 

UNITEX-GFP y el aligo antisentido híbrida en el vector pAdenoX. Es decir, 

~r:n dl<lcr,, efhra 42 
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Resultados 

unicamente en el vector que se clonó la UNITEX-GFP se amplificará un producto 

de 370 bp, en la figura 4.11. se observan los candidatos analizados. 

500bp 
300bp 

IOObp 

IVJ 1 2 3 4 5 6 7 8 9 JO 11 12 13 

370bp 

Figura 4.11. Corroboración de la clonación pAd~GFP. Gel de agarosa al 2°/ó, teñido con Bromuro 
de Etidio. Carriles:M) Marcador de peso molecular de 100bp, 1) control positivo, 3-13) candidatos 
pAd-GFP. 

TRANSFECCIÓN DE pAdeno-GFP EN LA LINEA DE EMPAQUETAMIENTO 
HEK-293 

l-Ceu-1 

~~-'~ 

UNITEX-G~P .. , 

GF 
BGH 

~ -FJ~yA. 
1-Sce-I 

i===::::::>--

Figura 4.12.Figura esquemática de la clonación de UNITEX-GFP en el plasmido pAdenoX viral. 

7'"fi'C:TC' ,-,,::;::--------. 
• -- ._J."" '- ' ... )1"/ 
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Resultados 

En la figura 4. 12. se· observa de manera esquemática el procedimiento para la 

producción de pAd~GFP, y en la. figura 4.13. se muestra el esquema de la 

estrategia .uiilizad0 pa,ra la ·generación d01 adenovirus recombinante. 

En primer lugar: linearizain_o's el plasmido pAdr-GFP con la enzima Pac 1, antes de 

transfectarlo·-,;·l~·Úne,¡;:celular de e.:Opaquetamiento HEK-293. Para generar.los Adr 

transfectáiTios' el . plásmido lineal pAd-GFP en ra linea celular HEK-293, 

observamos el efecto citopático a los 7 días postransfe=ión {figura 4.14.), 

posteriormente··.infectamos células HEK-293 {figura 4.15.) observamos la 

fluorescencia, ·~unque ·esta no fue muy intensa, tanto de células transfectadas con 

el plásmido pCMVtmyc/nuc/GFP {figura 4.15.), con el plásmido pShuttle-GFP 

{figura 4.16.) y con el Adr-GFP {figura 4.17.). 

rl'I'R-:;~.GFP:;-Poly A-.:.Gcno~ovtrál:,;-:;-._¡TTR";I 

PacI ) PacI 

Transfección 

~~~;~\/:} en celúlas HEK-293 

Producción de virus . : . · 
en celúlas HEK-293 · "'":,..: .__~ :>·~ . 

Figura 4. 13. figura esquematica de la generación de pAd-GFP. 
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Resultados 

Figura 4 14 Transfeccion del plasrn1do pAdr-GFP en células HEK-293. A) Células HEK-293 sin 
transfecc1ón B. C ~· D) Se observa el efecto citopático debido al virus en células HEK-293 
transfectadas con pAdr-GFP, células redondas de gran tamaño con granularidad en su interior y 
cambio en la morfología celular 
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Resultados 

frgura 4 iS Transfección de células HEK293 con el plásm1do pCMV/myc/nuc/GFP. 
Imágenes en campo claro (izq) y campo oscuro (der) 

Figura 4.16 Transfecc1ón de células HEK293 con el ptásmido pShuttle-GFP. 
Imágenes en campo claro (ízq) y campo oscuro (der). 

Figura 4.17. Infección de células HEK293 con el Adr-GFP. Imágenes en 
campo claro (izq) y campo oscuro (der). 
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Conclusiones 

CONCLUSIÓN 

Por medio del sistema pAdeno-X y con técnicas de Biología Molecular, se 

construyó un ·sistema .,Adenoviral recombinante (Adr-GFP) que es capaz de 

expresar al gen GFP eri distintos cultivos celulares. 

Utlilizandá el Adr-GFP se puede determinar de manera rápida y fácil la eficiencia 

de infección en diversas líneas celulares, además de que puede ser cuantificada y 

permite optimizar las condiciones de infección utilizándolo como un virus control. 

Con la transfección de pAd-GFP a celúlas HEK-293 se observó la expresión de 

GFP, a partir del cuarto día postransfección, aunque la expresión de GFP no fue 

muy intensa ni prolongada se puede considerar al Adr que construimos como un 

marcador. 
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Perspectivas 

PERSPECTIVAS 

Este sistema permitirá visualiZ.ar y ct.iantificar la eficiencia de infección en una gran 

variedad de celúlas. primarias· y. celúlas. transformadas, observar el tiempo de 

expresión de la pro~eí~a desp':'és cj.;-,,:.-infección. si 1,:. proge~ie celular expresa la 

proteína y por cuanto tiempo. si h,:.y-~na-alteraciór; en la expresión de la proteína. 

:;:::'STA TES:IS NO SAL!: 
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