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RESUMEN

De las diversas estrategias para combatir el cancer, la inmunoterapia es una de
las mas prometedoras ya que busca estimular la respuesta inmune del propio paciente
para combatir y eliminar a las células malignas. Esta terapia intenta aprovechar la
especificidad, la capacidad de respuesta y la memoria de las células del sistema
inmune y de sus moléculas efectoras. Ademas tiene la ventaja de que evita los efectos
sistémicos indeseables de las terapias convencionales. Para despertar una respuesta
inmune especifica contra las células malignas es necesario que éstas expresen
antigenos diferentes a los de las células sanas y asi sean reconocidas como extrafias y
posteriormente eliminadas. En afios recientes se ha reportado que la inyeccion directa
de ADN plasmidico, que codifica para proteinas antigénicas, en organismos Vvivos
induce la expresion de los antigenos en las células transfectadas in vivo. Por otro
lado, se sabe que la inmunizacion con la vacuna oral anti-poliomielitica induce una
inmunidad de por vida, y que dicha reaccion es dirigida contra antigenos en las
proteinas de la capside viral (VP1, VP2 Y VP4). Por lo tanto, en el presente trabajo se
indujo el crecimiento de tumores en ratones previamente inmunizados con la vacuna
oral anti-poliomielitica. Posteriormente, se administraron directamente en el tumor los
plasmidos pDISVP1, pDISVP2 y pDISVP4 conteniendo las secuencias génicas de las
proteinas estructurales del virus de la polio. Los resultados indican que el tratamiento
de los tumores con los plasmidos antes mencionados, no produjo efecto visible en el
crecimiento tumoral. Para tratar de explicar la falta de respuesta, se llevé a cabo un
analisis de la presencia de los plasmidos en las células tumorales por PCR, asi como
de la expresion de los genes clonados por Western Blot. Los resultados del andlisis por
PCR mostraron una baja eficiencia de transfeccion, ya que solo fue posible amplificar la
secuencia de VP1 en 4.6% de los tumores que habian sido tratados con el plasmido
pDISVP1. Con respecto a la secuencia VP2 ésta no pudo ser amplificada en ninguno
de los tumores tratados con pDISVP2, por ultimo solo en 3.1% tumores tratados con el
plasmido pDISVP4 se amplifico la secuencia de VP4. Por otro lado, el analisis de
proteinas mostré resultados pocos satisfactorios, debido a la ausencia de las proteinas
virales VP1, VP2 y VP4 en los tumores tratados con los plasmidos antes mencionados.
En conjunto, estos resultados indican que el método de transfeccion directo de tumores

in vivo con ADN desnudo presenta una baja eficiencia por lo que no es recomendable



Su uso para la expresion de antigenos en este tipo de modelo. Por lo tanto, es
importante explorar cual es la forma de transfeccibon més adecuada para poder

optimizar y aprovecharlos en el desarrollo de inmunoterapias anti-tumorales.



ABSTRACT

Immunotherapy is a promising strategy to treat cancer, it seeks to stimulate the
patient's own immune response to recognise and eliminate malignant cells. This therapy
aims to harness the specificity, responsiveness and memory of the immune system and
its effector molecules. It also has the advantage that it avoids the undesirable systemic
effects of conventional therapies. In order to raise a specific immune response,
malignant cells must express antigens which are not found in normal cells. In recent
years it has been reported that direct injection of plasmid DNA, encoding antigenic
proteins, in living organisms induces the expression of antigens in the transfected cells
in vivo.

On the other hand, it is know that immunization with the oral anti-polio vaccine
induces immunity for life, and that the reaction is directed against antigens on the viral
capsid proteins (VP1, VP2 and VP4). Therefore, in this project we induced tumours in
mice previously immunized with the anti-polio oral vaccine. Subsequently, plasmids
pDISVP1, pDISVP2 and pDISVP4 containing the sequences of the structural proteins of
the poliovirus were injected into the tumours. The results indicate that treatment with
plasmids had no visible effect on tumour growth. In an attempt to explain the lack of
response, an analysis of the presence of plasmids in tumour cells by PCR was carried
out, as well as the expression of the genes products by Western Blot. The results of the
analysis by PCR showed a low efficiency of transfection. The sequence of VP1 was
amplified in 4.6% of the tumors treated with plasmid pDISVP1. The sequence of VP2
could not be amplified in any of the tumours treated with pDISVP2. Finally, only 3.1% of
tumours treated with plasmid pDISVP4 showed amplification of the VP4 sequence. On
the other hand, the capsid proteins could not be detected by Western blot analysis of
total proteins from treated tumours. Taken together, these results indicate that direct
injection of tumours with naked DNA has a low efficiency of transfection in vivo, and is
therefore not advisable to use for the expression of antigens in this type of model.
Therefore it is important to explore more efficient ways of transfection in vivo to optimize

the development of anti-tumour immunotherapy.



INTRODUCCION.

|.- CANCER DE PIEL.
El cancer es un desorden que surge después de la acumulacién de mudltiples

alteraciones en diferentes genes en las células somaticas a lo largo del tiempo,
provocando que estas células pierdan la capacidad de regular la proliferacion, las
caracteristicas del tejido de origen y su posicion; esto puede ser producto de la
interaccién con factores genéticos susceptibles y la exposicion ambiental (Coman,
1953; Risom, 2005; Tysnes, 2007; Caldwell, 2008; Ballestar, 2008).

El melanoma es un tipo de cancer de piel que aparece cuando los melanocitos
se convierten en malignos (forman un granulo pigmentoso). Estas células elaboran un
pigmento llamado melanina, responsable del color de la piel, del pelo y del iris de los
ojos. La melanina, por su parte, funciona como un fotoprotector evitando que la
radiacion solar dafie las estructuras o los tejidos del cuerpo (Jackson, 1968; Silagi,
1969; Chalmers, 1976; Kricker, 2007; Belmar-Lopez, 2008).

El melanoma aparece como un lunar preexistente que cambia, 0 como un nuevo
lunar en la piel previamente clara; del 20 al 40 % esta asociado con lunar displastico
(alteracion en tamafio, forma y organizacion de las células) y puede originarse en
cualquier edad pero mas comunmente ocurre después de la pubertad. Ademas puede
presentar formas, volimenes y colores variables y se puede observar y medir sin
dificultad; en los hombres aparece generalmente en el tronco, desde la espalda hasta
la cadera, en la cabeza o en el cuello; en cambio, en las mujeres se desarrolla
principalmente en las piernas o en el tronco. (Jackson, 1968; Davis, 1973; Pack, 1962;
Belmar-Lopez, 2008).

La mayoria de los melanomas se localizan en la piel y menos frecuentemente en
mucosas, pero dado el origen de los melanocitos —derivan de la cresta neural, pueden
observarse en otras localizaciones como retina y meninges donde también migran los
melanocitos. Los melanocitos derivan de la cresta neural y durante el desarrollo
embriolégico se diferencian hacia melanoblastos y migran hacia la piel. Tras alcanzar la
dermis migran a la epidermis o el foliculo piloso y se diferencian hacia lunares
melanociticos. Las funciones de los melanocitos epidérmicos es la de producir
melanina y transferirla a los queratinocitos que los rodean. Ademas de la funcion de
producir melanina los melanocitos dan lugar a uno de los tumores mas frecuentes del

organismo: los lunares melanociticos. (Mintz, 1967; Davis, 1973; Ito, 1993)



Segun diversos estudios clinicos, histopatolégicos, inmunoldgicos y genéticos,
existen 5 niveles de progresion de los tumores melanociticos:
1. Nevus (lunar) melanocitico benigno.
Nevus atipico.
Melanoma maligno primario de crecimiento radial.

Melanoma maligno primario en fase de crecimiento vertical.

ok~ 0D

Melanoma metastéatico (Jackson, 1968).

CRECIMIENTO TUMORAL.

El melanoma tiene un comportamiento biolégico que determina el prondéstico ya
que presenta dos fases de crecimiento, una radial (intraepidérmica) y otra vertical
(intradérmica). En la fase de crecimiento radial [figura 1(A)], e inicia con la proliferacion
de melanocitos en a capa epidérmica, que puede durar meses o afios, la tumoracion
estd limitada a la epidermis sin presentar la capacidad de producir metastasis. El
crecimiento melanocitico afecta toda la epidermis [figura 1(B)]. En ambas situaciones la
extirpacion quirargica es curativa. En la fase de crecimiento vertical [figura. 1(C)], la
tumoracion invade la dermis y pasa a invadir el tejido graso y producir metastasis
linfaticas o sanguineas [figura 1(D)]. Este crecimiento del melanoma maligno hace
necesario que al establecerse el diagnostico, tenga que determinarse en qué fase de
crecimiento se encuentra, con la finalidad de establecer el prondstico y el tratamiento.
(Davis 1973; Slominski, 2001; Poetsch, 2003)



Figura. 1 Fases de crecimiento del melanoma

A) Los melanomas se inician en la epidermis con la proliferacion de melanocitos en la unién dermo-
epidérmica y B) de forma gradual presentan un crecimiento intraepidérmico para afectar a toda la
epidermis. C) Cuando inician la fase de crecimiento vertical, rompen la unién dermo-epidérmica y

D) pasan a invadir la dermis papilar, reticular y tejido graso subcutaneo. Tomada de la pagina de

Internet www.fihu-diagnostico.org.pe/.../39-41.html

INCIDENCIA.

Cada afo se producen en el mundo 100.000 nuevos casos Yy su incidencia se
sitla entre el 1.5 y el 7 %, lo que representa el 2.5% de todos los cénceres. El
melanoma es el sexto cdncer mas comun en hombres y el séptimo cancer mas comun
en mujeres. En total representa el 65% de todas las muertes por cancer de piel, lo que
indica su alto potencial de agresividad y capacidad metastasica. Se desarrolla de
“novo” en el 75% de los casos y en el 25% se desarrolla sobre un lunar preexistente.
Un 3% de pacientes desarrollan melanomas ocultos (enfermedad metastasica sin
evidencia de tumor). Un 50% de melanomas se observan en personas menores de 50
afios y el 35% en menores de 35 afos. (Pack, 1962; Tejeda, 1996; Bataille, 2003;
Diffey, 2005) Ademas la incidencia de cancer aumenta si se tiene un transplante, pues
es un factor de riesgo (Lindelof, 2000).

La radiacion solar —ultravioleta- es el factor etiopatogénico mas importante en el
desarrollo del melanoma maligno. La exposicion excesiva a la radiacion ultravioleta de

la luz del sol puede ser un factor que contribuye a algunos casos de melanoma. Los



periodos cortos de exposicion intensa estan asociados con un incremento de dos veces
el riesgo de melanoma. (Hussein, 2005). Otros factores de riesgo identificados incluyen
agentes quimicos, fisicos e inmunolégicos; por ejemplo la inmunosupresion puede
inducir cancer. (Greene, 1983; Bale, 1986, Allison, 1970, Lindelof, 2000; Bataille, 2003;
Chaudru, 2004; Meyskens, 2006)

Il.- TRATAMIENTOS DEL CANCER.

CIRUGIA.

Uno de los primeros tratamientos utilizados para eliminar el cancer fue la cirugia,
gue es el procedimiento por el cual se remueve el tumor completo junto con tejido
cercano Yy noédulos linfaticos regionales. Esta terapia estd limitada al tipo,
comportamiento y tamafio del tumor, asi como al sitio anatémico donde se localiza y a
la presencia de metéstasis. Sin embargo, tiene grandes efectos colaterales como por
ejemplo pérdida de peso, disfunciones fisioldgicas y mutilacion. Hoy en dia todavia se
practica aunque con nuevos procedimientos y su éxito es muy alto en pacientes con
tumores pequefios no invasivos. (Goldman, 1964; Onuigbo, 1962; Bremers, 1999) Otro

de los tratamientos que se utiliza solo o combinado con cirugia es la quimioterapia.

QUIMIOTERAPIA.

Esta terapia fue propuesta por el médico aleman Paul Ehrlich, y utiliza farmacos que
impiden la multiplicacion de las células cancerosas o llevan a su muerte. Los farmacos
0 quimioterapéuticos se clasifican en diferentes grupos:

e Agentes alquilantes: Interfieren la division celular.

¢ Antimetabolitos: parecidos a los productos originados en el metabolismo de la

célula, pero que conducen a la muerte de ésta.

e Antibiéticos: Inhiben el crecimiento de los tumores.

e Derivados de plantas: Diferentes sustancias procedentes de plantas tienen

actividad anticancerosa. (Bane, 1957; Scott, 1970)

Estos farmacos pueden administrarse de diferentes formas: a través de un
comprimido por via oral; mediante un suero o inyeccion intravenosa; por inyeccion
intramuscular o mediante una inyeccion a través de una puncién en la médula ésea.

Actualmente se utilizan nuevos medicamentos, por ejemplo. carboplatino, cisplatino,



ciclofosfamida, doxorubicina. Esta terapia sola o combinada con la cirugia permite a
algunos pacientes sobrevivir mas tiempo aunque con un nivel de vida bajo por sus
efectos secundarios, como por ejemplo: diarrea, vomitos, anemia, afectacion cardiaca,
afectacion pulmonar, y renal entre otros (Boyland, 1946; Frei, 1985; Scott, 1970;
Skipper, 1964; Tarhini, 2008, Tauceri, 2008). Otra de las terapias que se utilizan para
eliminar el cancer es la radioterapia que generalmente se combina con las dos

anteriores para tener un éxito mayor al tratar de controlar la lesion cancerosa.

RADIOTERAPIA.

Esta terapia es realizada mediante la utilizacion de compuestos que emiten
radiaciones ionizantes (rayos x, radiaciones gamma, particulas beta y alfa) lejos o
cercana al tumor, para destruir las células cancerosas. (Quick, 1954). Esta terapia
también tiene efectos secundarios graves por ejemplo: descamacion cutanea, nauseas,
vomitos, fibrosis pulmonar, fibrosis mediastinica, pericarditis, hipotiroidismo, nefritis,
etc. Actualmente se utilizan las bombas de cobalto, el acelerador lineal y el betatrén
gue favorecen la eliminacién de las células cancerosas en algunos canceres como por
ejemplo de mama, piel (melanoma), genitourinario, gastrointestinal, ginecoldgico, de

cabeza y cuello entre otros (Reifler, 1986).

Sin embargo, la mayoria de estos tratamientos no ofrecen grandes esperanzas
ya que su éxito en general es bajo y limitado a ciertos canceres, de pequefio tamafio,
no metastaticos y de facil acceso. (Fidler, 1978; Delaney, 2004; Delaney, 2005) En el
caso de la cirugia se debe tener cuidado de no romper la capsula del tumor, si no se
provocaria invasion a otros tejidos. (Ihse, 2003) Con respecto a la quimioterapia y a la
radioterapia son sus efectos secundarios y la distinta manera en que responde los
pacientes al tratamiento su principal limitante. Alun actualizando sus técnicas y usados
de manera combinada su efecto benéfico es limitado (Powers, 1976; Bernier 2004;

Pan, 2004) Es por ello que se estan desarrollando nuevas terapias.

[ll.- INMUNOTERAPIA

La posibilidad de intervenir el cancer a nivel inmunoldgico fue conceptualizada
hace mas de cien afios, cuando en 1890 William Coley traté pacientes con sarcoma
con extractos bacterianos (toxinas de Coley) intentando activar la inmunidad sistémica,

y donde parte de ella fuese dirigida contra el tumor. En estos experimentos observo



que algunos tumores disminuian de tamafio o desaparecian y otros seguian creciendo.
(Coley, 1891). Esto dio pie a que el poder de la respuesta inmune podria ser controlado
y aplicado a la eliminacion especifica de las células cancerosas. (Burdick, 1937;
McCarthy, 2006)

La inmunoterapia como tal vio la luz hace méas de 2 décadas y esta basada en
el hecho de que nuestro sistema inmune, una vez activado, es capaz de desarrollar una
inmunidad especifica contra células neoplasicas pero no contra las células normales.
Ademas ofrece un potencial muy prometedor, pues propone la idea de curar el cancer o
al menos tratarlo de manera individual sin los efectos colaterales de la mayoria de los
tratamientos anteriores y sin riesgo aparente para el humano.

La inmunoterapia puede ser clasificada en dos modalidades principales
(Benjamini, 1979):

A) Inmunoterapia no especifica: mediante la activacion de la respuesta
inmune por medios no especificos, por ejemplo sensibilizadores de contacto,
inmunopotenciadores, bacterias, polinucleétidos, citocinas.

B) Inmunoterapia especifica: mediante la activacion de la respuesta inmune

dirigida especificamente contra algin antigeno dado.

Esta ultima puede hacerse bajo diferentes enfoques terapéuticos:

% La inmunoterapia activa, busca la estimulacion de los componentes del sistema
inmune responsables de la respuesta antitumoral ej. Citocinas, antigenos
tumorales, células presentadoras de antigeno modificadas que expresen
proteinas y péptidos de tumores. (Urugel, 2001)

% La inmunoterapia pasiva, en la que se administra anticuerpos antitumorales
conjugados a moléculas toxicas, radiois6topos o drogas. (Dunman,2003)

% La inmunoterapia adoptiva, mediante la transferencia de células T efectoras
antitumorales. (Deckers, 1971; Perreault, 2002; Xue, 2007)

Gracias a los avances tecnoldgicos, moleculares e inmunolégicos en el
conocimiento del control normal del crecimiento, la diferenciacion celular y la
transformacion maligna, han permitido a los investigadores desarrollar una gran
diversidad de estrategias experimentales que han sido utilizadas en diversidad de
tumores. Las principales son la utilizacion de células tumorales autdlogas (Soiffer,

1998), o la utilizacion de células tumorales alogénicas para inducir remisiones



tumorales (Hsueh, 2002; Hsueh, 2003), el uso de antigenos tumorales para aumentar
la funcion de células TCD4 especificas de antigeno (Touloukian, 2002), el empleo de
antigenos tumorales de destintas lineas celulares tumorales (Bystryn, 2001) o la
utilizacion de toxinas bacterianas como BCG, de la difteria, de estafilococos A y B.
(Kominsky, 2001), anticuerpos anti-tumorales como BRCAL1(Pérez-Vallés, 2001), EGFR
(Gainet, 2003) vectores virales (Harrop 2006, Harrop 2006,) y por ultimo ADN
plasmidico desnudo que puede expresar diferentes antigenos como proteinas del virus
de la hepatitis B (Davis, 1994), proteinas del VIH (Liu, 1996; Shiver, 1995), proteinas
del virus de la influenza (Donnelly, 1995), albumina de huevo (ova) (Boyle,, 1997),
lizosima de huevo de gallina (Boylep, 1997) o beta-galactosidasa (Wei, 2001). Ademas
existen muchos estudios que demuestran que la inyeccion directa de pladsmidos de
ADN por diferentes vias de administracion, por ejemplo epidermal, dermal, oral,
respiratoria y otras rutas inducen respuesta inmune. (Prud’homme, 2005)

Los avances en virologia y biologia molecular han permitido el desarrollo de
inmunoterapias basadas en secuencias individuales mas que en los patégenos o
células completas. Por ejemplo, se han introducido secuencias que marquen a los
tumores para llevar a cabo una citotoxicidad o la modulacibn mas especifica de la
respuesta inmune. Resultados mas favorables fueron obtenidos por la inyeccion
intratumoral directa de Allovectin-7, un plasmido de ADN que codifica para las
moléculas HLA-B7 y B2- microglobulina compuesto con una mezcla de lipidos
cationicos, lo que causo6 una regresion tumoral en el 18% de los pacientes sugiriendo el
efecto local y sistémico de este plasmido (Bergen, 2003).

Las estrategias basicas mas utilizadas para la inmunoterapia del cancer basadas
en la inyeccién de plasmidos de ADN son la introduccién de citocinas a través de un
vector, como la IL-2 (Kammunla, 1998; Hersey, 2003); el aumento de la expresion de
HLA (Browning, 1997; Rees, 1999; Tait, 2000); por ultimo la sobreexpresion de los
antigenos tumorales como por ejemplo antigenos de melanoma o antigenos de HPV
(Jager, 2001).

Sin embargo la mayoria de estos tratamientos tienen resultados poco
satisfactorios, cOmo regresiones espontaneas y algunas remisiones completas o no se
ha visto efecto, o alin no ha sido abordada para el uso rutinario humano o veterinario,
inclusive alguna pueden inducir respuesta celular pero con diferentes potencias.

Para que la inmunoterapia sea efectiva es necesario que se activen la inmunidad

mediada por células. En forma general, los linfocitos T citotéxicos (CTL) que expresan
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el receptor CD8 en su superficie juegan un papel importante en la eliminacion de
células transformadas y de células infectadas por virus. Los antigenos virales son
presentados en la superficie de la célula infectada en forma de péptidos cortos unidos a
moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) clase |I. Estos péptidos
de 8-11 aminoécidos, son generados por protedlisis en el citoplasma de una célula
infectada y son transportadas al reticulo endoplasmico. Después el complejo de MHC-I
junto con el péptido viral y la f2-microglobulina (f2m), migran a la superficie celular en
donde son reconocidos por el CTL mediante el receptor de célula T (TCR) de la
especificidad apropiada. La activacion de los CTL's requiere del reconocimiento de
antigenos sobre células presentadoras de antigeno profesionales (APCs) como los
macrofagos, linfocitos B y células dendriticas, las cuales expresan altos niveles de
MHC-I 'y MHC-ILI.

Por otra parte, los linfocitos T cooperadores (THL), los cuales son CD4", tienen
un papel importante en la inducciéon de la respuesta inmune. Este tipo de linfocitos
proveen de citocinas que son mediadores quimicos proteicos para la comunicacion
intracelular. Estas citocinas puede activar a los linfocitos B para la produccion de
anticuerpos y también pueden activar y sostener la respuesta citotoxica de los
linfocitos CD8". A diferencia de los linfocitos CD8", los CD4" reconocen antigenos
exdégenos, los cuales son tomados del medio que rodea a las APCs por medio de
endocitosis o fagocitosis. Estos antigenos son procesados en endosomas en donde
son degradados en fragmentos peptidicos de 11-15 aminoacidos. Estos endosomas de
bajo pH, contienen moléculas MHC clase Il, a los que se les unen los péptidos
generados. A diferencia de las moléculas MHC-I, las cuales se presentan en todas las
células nucleadas, las moléculas MHC-II se presentan sélo en APC profesionales como
macrofagos, linfocitos B y células dendriticas, las cuales ademas de contener altos
niveles de MHC-II, también son ricas en moléculas coestimuladoras como B7-1 que
son importantes para la activacion celular (June, 1994).

La mayoria de los epitopes peptidicos que han sido definidos para las células T
CD4" son derivados de proteinas exdgenas o unidas a membrana, porque éstas tienen
acceso a la via MHC-II. El resultado de una respuesta inmune primaria productiva es la
generacion de memoria que persiste por afios. Con respecto a los linfocitos B de
memoria, estos no producen anticuerpos pero expresan Ig de membrana, sobreviven
durante semanas, meses o0 afios y recirculan en la sangre, linfa y érganos linfoides. La

estimulacién de estas células por el antigeno genera respuestas de anticuerpos
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secundarias. Por otro lado, las células T CD4 de memoria producen grandes
cantidades de citocinas. Las células T CD8 necesitan de la reestimulacion con el
antigeno para adquirir sus funciones citotéxicas (Ahmed, 1996).

Lo anteriormente expuesto indica que la respuesta inmune de memoria tiene un
gran potencial y que se esta utilizando como una herramienta para la inmunoterapia del
cancer. Algunos de los antigenos que con mayor frecuencia inducen el desarrollo de
memoria inmunolégica de larga duracion son los antigenos virales. Quiza el mejor
ejemplo sea el virus de la polio, que atenuado en cultivo de tejidos y utilizado como
vacuna oral, estimula el desarrollo de una inmunidad que permanece durante el resto
de la vida del individuo vacunado. Se ha demostrado que dicha inmunidad esta
mediada por clones de células By T CD8" de memoria.

Por otro lado existen pocos estudios que utilizan antigenos exdgenos para
aumentar la respuesta anti-tumoral a través extractos de membrana de células
tumorales obtenidos de cultivo de células tumorales infectadas con el virus de la
influenza (Boone, 1971; Gillete, 1976; Lindermann, 1974; Takeichi, 1978) o VSV
(Lindenmann, 1970; Wise, 1977). Otro de los antigenos que se han utilizando contra el
melanoma para inducir una respuesta son BCG (Lieberman, 1975; Kopf 1975) y viruela
(Harnack, 1974; Hermann, 1970).

IV.- VIRUS DE LA POLIOMIELITIS HUMANA.

Los Enterovirus constituyen un amplio grupo de virus causantes de importantes
infecciones humanas, pertenecen a la familia Picornaviridae (pico=pequefo, rna=virus
de RNA, Figura 2) e integran el género mas virulento debido a que provocan una gran
cantidad de manifestaciones clinicas y subclinicas donde los pacientes pueden sufrir
desde una enfermedad febril leve hasta una paralisis muy severa y permanente que
puede ser fatal. (Delves, 1994; Evans, 1991)
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Figura 2. Imagen tridimensional del virus de la polio. Tomada de la pagina de internet
http://www.childrenshospital.org/research/Site2029/mainpageS2029P6sublevel 7Flevel14.html

Los Enterovirus han sido responsables de epidemias como la poliomielitis
(griego polios=gris), también llamada pardlisis infantil, causada por los poliovirus;
poliovirus es un nombre genérico que se aplica a tres tipos de virus: Brunhilde (tipo 1),
Lansing (tipo 2), y Ledn (tipo 3); el tipo 1 es el responsable de las epidemias, siendo la
enfermedad mas seria causada por este género. Se llama infantil porque los enfermos
que contraen la enfermedad son especialmente los nifios entre cinco y diez afios.
(Klone, 1955).

El registro mas antiguo de poliomielitis se di6 en 1300 A C en Egipto en el que
se ve a un sacerdote con una deformidad en una pierna tipica de poliomielitis. EIl primer
caso de la era moderna aparecié a finales del siglo XIX en paises desarrollados y de
alli se extendi6 a paises en vias de desarrollo. Fue descrita por primera vez por el
alemén Jacob Heine en 1840 y se divide en tres clases: la primera, la poliomielitis
abortiva, es una enfermedad febril inespecifica de 2-3 dias de duracion, sin signos en el
Sistema Nervioso Central, apetito disminuido, vomito, estrefiimiento y malestar general.
Un segundo grupo de enfermos puede, ademas presentar una meningitis aséptica,
fiebre, malestar general, dolor en los masculos del cuello, del tronco, los brazos, las
piernas, rigidez del cuello y de la columna vertebral. La recuperacion es rapida y
completa, generalmente en unos dias. La tercera clase o poliomielitis paralitica es la
infeccion de consecuencias posibles mas graves y suele ir precedida de un periodo de
fiebre y "enfermedad menor" clasicamente; los sintomas desaparecen después de
varios dias.

De los 5 a los 10 dias, la fiebre reaparece seguida de signos de irritacion

meningea debilidad generalizada, respiracion debilitada, dificultad para tragar, y
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paralisis flaccida asimétrica como paralisis de la vejiga y de los musculos. (Cameron,
1952; Gromeier, 1998; Jubelt, 2004,

http://www.facmed.unam.mx/deptos/microbiologia/virologia/infsisner_polio.html).

ORGANIZACION DEL GENOMA
Los Enterovirus presentan una capside de simetria icosaédrica formada por 60

protdmeros, sin envoltura lipidica por lo que son resistentes a éter u otros solventes;
tienen un tamafio de 20-30nm, poseen RNA de cadena Unica de 7209-18450
nucleotidos y polaridad positiva, por lo que se replican utilizando el propio RNA como
mensajero. Su genoma se divide en 4 regiones que codifican proteinas estructurales y
2 regiones no codificadoras, reguladoras (Figura 3). La capside est4d compuesta de
cuatro proteinas estructurales: VP1, VP2, VP3 y VP4. Estas se sintetizan como una
poliproteina en la que el extremo 5' est4 unida covalentemente a una pequefia proteina
VPg de 20 a 24 aminoacidos. Poseen en el extremo 3’ residuos de &cidos adenilico
(secuencia de Poli-A). La union de las proteinas VP1 Y VP3 da lugar a la formacion de
un canal estructural que es utilizado por el virus para unirse al receptor celular. (Evans,
1991; Minor, 1996; Ohka, 2001; Wilson, 1991).
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Figura 3. Genoma de Picornavirus y Expresion.

http://www.lehigh.edu/~jas0/PicornavirusGenome.gif
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ENSAMBLE DE LA CAPSIDE VIRAL.

Al estar siendo sintetizada la poliproteina va siendo procesada en 3 cortes
primarios por sus propias proteasas virales internas 2Apro, 3Cpro y 3CDpro para
producir proteinas precursoras P1-1a, P2-3b y P3-1b (1ABCD, 2ABC y 3 ABCD) que a
Su vez son procesadas, la primera es cortada a VPO, VP3 y VP1 que se unen para
formar una procapside la cual se asocia al ARN viral e induce una alteracion
conformacional que la hace susceptible a una proteasa y da lugar a el virion maduro,
ver figura 4 (Larsen, 1982). La demas proteinas precursoras son fragmentadas y
producen proteinas implicadas en la sintesis del ARN viral y en la protedlisis del
polipéptido viral: 2Apro, 3Cpro y 3CDpro, que son proteasas, 2BC, 2B, 2C, 3AB, 3Ay
3B son proteinas necesarias para la replicacion, 3Dpol es la ARN polimerasa y VPg
(3B) proteina que se une al ARN y es necesaria para la replicacion de ARN viral

positivo y negativa (Wimmer, 1993).

WP VP2, VP VP /

VPO o\

Figura 4. Ensamble de la capside del virus de la polio. Las proteinas estructurales son procesadas desde
un precursor para formar una procapside (VPO, VP3 y VP1). VPO se corta en VP2 y VP4 dando lugar al
virion maduro. http://www.microbes-edu.org/etudiant/virus.html

CICLO DE VIDA

El ciclo replicativo del virus es litico y su receptor celular (hRPV o CD155)
es una molécula perteneciente a la superfamilia de las inmunoglobulinas que

se presenta en distintos Organos blanco, el sistema nervioso central, el
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higado o el intestino. Son resistentes a todos los antiviricos vy
quimioterapéuticos  conocidos, y a la inactivacion por solventes de lipidos.

Presentan una tendencia natural a la agregacion espontanea que los
protege del efecto de los agentes externos. Se inactivan rapidamente a mas de
50°C, por la luz ultravioleta y en condiciones de desecacion. Son estables a pH
acido. (Gendon, 1964; Evans, 1991).

Los 3 tipos de virus de la polio reconocen al mismo receptor celular. CD155 es
una glicoproteina con acido sidlico, de mas de 80kDa, unida a la membrana cuya
region extracelular tiene 3 dominios tipo inmunoglobulina, D1, D2 y D3. (Koike, 1990;
Koike, 1991) Todos los dominios presentan 8 sitios de glicosilacidn; existen 4 diferentes
isotipos del receptor (a, B, y y 8), en las cuales la secuencia de aminoacidos de los
dominios extracelulares es idéntica. B y y son secretados, a y & estan unidos a la
membrana y sirven como receptor del virus de la polio, y difieren solo en la secuencia
de su dominio citoplasmatico carboxi-terminal (Koike, 1990). El andlisis mutacional en
el hPVR ayudo a determinar que el dominio V amino-terminal del mismo es esencial
para permitir que las células sean infectadas por el poliovirus (Freistadt, 1991; Koike,
1991)

MECANISMO DE INFECCION

El virus de la polio solo infecta al ser humano y algunos primates (chimpancés,
gorilas, orangutanes y monos colobos) (Wolfe, 1998). El sitio primario de replicacion del
virus, en el humano, es en las capas de células epiteliales del intestino y tejidos oro
faringeos, la infeccion entonces inicia el estado linfatico donde invade amigdalas y
placas de Peyer’s. Una minoria de virus viaja al sistema nervioso central (SNC) donde
la replicacion destruye a las neuronas motoras de la espina del asta anterior, causando
el sindrome paralitico agudo, caracteristico de la poliomielitis (Solecki, 1998)

Los poliovirus infectan neuronas motoras y durante su multiplicacion pueden
destruirlas afectando principalmente a las células de las astas anteriores de la médula
espinal, pero en casos severos también se ve afectada la sustancia gris, asi como los
cuernos posteriores y dorsales de la médula espinal. Las lesiones se encuentran a nivel
del hipotalamo y del talamo. En el cerebro los 6rganos mas afectados son la formacion
reticular, el nucleo vestibular, el vermis cerebelar y el nucleo cerebelar profundo.

Pueden presentarse cambios en las neuronas, que van desde una ligera cromatolisis
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hasta una neuronofagia y total destruccion. (Destombes, 1997; Ford, 2002; Billings,
2005)

La entrada del virus a la célula requiere de un receptor en la membrana
plasmatica (PVR o CD55), lo que lleva a la endocitosis y se libera el ARN viral al
citoplasma donde inicia la sintesis y el procesamiento de sus proteinas. También, se
realiza la replicacién del genoma viral y por ultimo el empaquetamiento del mismo y la

liberacion de los viriones maduros (Figura 5).
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Figura 5. Sintesis y liberacion del virus de la polio.

http://www.microbiologybytes.com/virology/3035pics/Picorna2.gif

Se transmite por contacto directo con las secreciones respiratorias, de garganta
(el virus viaja con la tos y los estornudos) y las heces infectadas. Se han presentado
contagios a través del consumo de agua o de alimentos contaminados o por lavado de
manos inadecuado. Puede presentarse en forma endémica o en brotes epidémicos,
siendo mas frecuente en verano y otofio, en niveles socioeconémicos bajos y en
lactantes y nifios (méas frecuente en varones). El hombre es el Unico reservorio
conocido y la transmision es por via fecal-oral y respiratoria. (White, 1994; White, 1999;
Wilson, 1991) Anteriormente los principales afectados por esta enfermedad eran los
bebés y los nifios, pero en la actualidad son mas frecuentes los casos en personas

mayores de 15 afios y es mas comun durante el verano y el otofio
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RESPUESTA INMUNE Y VACUNAS

Existe un namero de serotipos definidos por los epitopos de la capside que se
deben a modificaciones estructurales de la superficie del virion. Los epitopos
antigénicos, que definen a cada serotipo, estimulan la formacion de anticuerpos
especificos que se comportan como neutralizantes de la infeccion, ya que no permiten
su union al receptor celular. La evolucion de los serotipos sigue un proceso de deriva
antigénica, en el que durante el proceso de copia del genoma se producen errores que
introducen mutaciones puntuales. Estas mutaciones son acumulativas y modifican
progresivamente la estructura de la cdpside. (Evans, 1991).

Las vacunas para la poliomielitis empezaron a desarrollarse en 1949 cuando el
bacteridlogo John Franklin Enders logré hacer crecer los virus en el laboratorio dentro
de tejidos. Basandose en esa técnica el epidemiélogo Jonas Salk desarrollo la primera
vacuna contra la poliomielitis de administracion intramuscular a partir de los tres virus
inactivados con formol. Tras las pruebas clinicas pertinentes que demostraron que era
segura, en 1954 se empez0 la inoculacion. Posteriormente en 1964 Sabin y Bougler
desarrollaron una vacuna de virus activos de administracion oral. Se la llamo Trivalente
porque atacaba a los tres virus. La inmunidad producida por la vacunacion es
predominantemente humoral (tipo TH1), especifica de serotipo y duradera [los
anticuerpos persisten durante toda la vida]. (Marshall, 1955; Salk,, 1955; Salky,, 1955;
Hinman, 1988; Minor, 1996).

En diversos estudios se ha encontrado que la utilizacion de la vacuna de
poliovirus inactivos (IPV) es capaz de inducir una fuerte respuesta de IgA de memoria
en el suero. La vacunacion IPV es suficiente para inducir una respuesta mucosa de IgA
contra poliovirus y en los individuos sensibilizados con OPV mucosa, sin embargo, un
refuerzo de la vacunacion con IPV dirige a una fuerte respuesta de IgA en mucosas.
(Herremans, 1999) Numerosos estudios han mencionado un papel para las células T
en la inmunidad contra los poliovirus a través de su funcidon colaboradora en la

produccion de anticuerpos.

PROPIEDADES INMUNOGENICAS DE LAS PROTEINAS VP1, VP2 Y VP4,
La mayoria de la informaciébn acerca de los determinantes antigénicos

involucrados en la neutralizacion de los poliovirus ha derivado de estudios utilizando
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anticuerpos monoclonales generados por ratones inmunizados via parenteral. Muchos
estudios han sido llevados a cabo para definir las estructuras antigénicas involucradas
en la neutralizacion de los poliovirus y han resultado en la identificacion de varios
epitopes de neutralizacion. Los cuatro sitios antigénicos principales para la
neutralizacion han sido identificados en las 3 proteinas principales de la capside de los
tres serotipos de poliovirus. El sitio 1 estd compuesto de residuos de VP1, mientras las
estructuras de los otros sitios antigénicos parecen ser mas complejas, involucrando
residuos de VP1, VP2, y/o VP3. (Fiore, 1997).

El andlisis especifico contra las proteinas purificadas de los virus de la polio
demuestra que clonas de las células T reconocen epitopes en las proteinas de la
superficie de la cdpside VP1, VP2, VP3 y de la proteina interna de la capside VP4.
Definiendo 4 epitopes en el extremo amino-terminal de VP4, entre los residuos 6 y 35,
estos son altamente conservados entre los 3 tipos de virus e inducen reactividad—
cruzada. Ademas se identificaron 3 epitopes en VP3, residuos 14-28, 189-203 y 196 a
210 del primero, y 1 en VP1, residuos 257-264 de la region variable de VP1; y que la
sustitucion simple o multiple de estos aminoacidos afecta el reconocimiento de estos
epitopes por parte de las clonas (Mahon, 1992).

La caracterizacion inmunolégica de los linfocitos T especificos de poliovirus
indica que la poblacién efectora involucrada en la respuesta proliferativa especifica
observada fue de las células T colaboradoras CD4". Esta respuesta fue inducida por
estimulacién con la proteina VP1 o con péptidos sintéticos de la misma y se
identificaron varios epitopes en 3 regiones de la proteina VP1, residuos 7-24, 86-120 y
201-241; que fueron reconocidos por células T de ratones BALB/c (h-2%), C57BI/6 8H-
2°) y C3H/HeJ (H-2%). Dentro de la primera regi6n también se detectaron dos regiones
mas de reconocimiento, residuos 86-103 y 110-120. Todos se localizan cerca de sitios
de union a anticuerpos e inducen respuesta proliferativa de células T (Kutubuddin,,
1992). Por otro lado, la inmunizacién de ratones BALB/c byJ (H-2% con el poliovirus
tipo 1 o la proteina VP1 purificada inducen respuesta de linfocitos T citotéxicos y con la
ayuda de vectores que expresaban segmentos de VP1 o péptidos sintéticos se
identificaron dos epitopes de linfocitos T citotoxicos en VP1, residuos 110-120 y 202-
221, asociados a moléculas de MHC clase | (D o K%); estos epitopes se encuentran
localizados cerca de sitios antigénicos neutralizantes y son capaces de inducir
respuesta de linfocitos T citotoxicos (Kutubuddin,, 1992). Un epitope dominante para

las células T fue identificado en la regién de los aminoacidos 103-115 de VP1 de la
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capside, muy cerca del epitope de neutralizacion C3, restringido a H-2°. La
inmunizacién de ratones BALB/c (H-2% con el péptido p86-115, que contiene tanto el
epitope de las células T como el epitope de neutralizacion C3, induce respuesta de
células T CD4"y células B especificas de poliovirus (Leclerc, 1991).

Como se sabe, el poliovirus solo infecta al hombre y algunos primates
(chimpancés, gorilas, orangutanes y monos colobos) (Wolfe, 1998). Sin embargo, la
infeccién por poliovirus puede ser inducida en ratones transgénicos que expresan el
receptor para el poliovirus (Koike, 1993; Crotty, 2002; Buisman, 2003). Pero existen
estudios que determinaron la induccién de una respuesta inmune contra el poliovirus en
diferentes cepas de ratones hembras no transgénicas para el receptor del poliovirus
(Lecler, 1991; Katrak, 1991; Mahon, 1992; Kutubuddin, 1992%; Kutubuddin 1992°:
Fiore, 1997).
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Debido a los antecedentes descritos en la introduccién nos permite proponer que
si los antigenos del virus de la polio que indujeron la respuesta de memoria fueran
expresados en células tumorales de individuos que recibieron durante su infancia la
vacuna oral anti-poliomielitica se esperaria una activacion de tal respuesta,
principalmente una respuesta de linfocitos T citotoxicos, y que ésta podria conducir a
un reconocimiento y ataque especifico de las células tumorales que expresen dichos
antigenos. Una de las formas en que tedricamente se puede lograr la expresion de
antigenos en una célula tumoral es a través de su transfeccion in vivo con vectores
plasmidicos de ADN que contengan las secuencias que codifican para tales antigenos.
Interesantemente, se han desarrollado vectores plasmidicos que contienen secuencias
que permiten el transporte y anclaje en la membrana de los productos génicos de
interés. Esto representa un potencial interesante de aplicacion en la terapia génica del
cancer.

Debido a lo anterior, en este trabajo proponemos la clonacion de los genes que
codifican para las proteinas de la capside del virus de la polio en vectores de
expresion, y su uso para la transfeccion de células de tumores de melanoma que se
inducirdn en ratones que hayan sido vacunados contra la polio, y evaluar su potencial

para el desarrollo de una respuesta de memoria contra dichos tumores.
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OBJETIVOS

Objetivo general

» Determinar la eficiencia de transfeccién de los plasmidos que expresan los

genes que codifican para las proteinas de la cépside del virus de polio (VP1,
VP2 y VP4) en células de melanoma de ratones inmunizados contra la polio y el
efecto en el crecimiento tumoral de la expresion de las proteinas virales en las

masas tumorales.

Objetivos especificos

1. Clonar los genes VP1, VP2 y VP4 en el vector pDISPLAY para su expresion en
células de mamifero.

2. Caracterizar los plasmidos construidos por restriccion enzimética, PCR vy
secuenciacion.

3. Inmunizar ratones de la cepa C57BI/6 (4-6 semanas de edad) con la vacuna oral
anti-poliomielitica.

4. Determinar si la inmunizacién en los ratones induce anticuerpos contra el
poliovirus.

5. Inducir tumores de piel en los ratones vacunados con la linea singénica de
melanoma B16FO.

6. Inocular los tumores con los plasmidos construidos y evaluar su efecto en el
crecimiento tumoral.
Determinar la presencia de los plasmidos inoculados en las células tumorales.

8. Evaluar la expresion de los genes clonados en células de tumores inoculados
con los plasmidos por PCR y WB.

HIPOTESIS

La expresion in vivo de las proteinas VP1, VP2 y VP4 de la capside del virus de

la polio en tumores de piel de ratones previamente inmunizados contra la polio, inducira

una respuesta inmune de memoria contra las células tumorales que expresan las

proteinas virales.
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MATERIALES Y METODOS

Plasmidos

El plasmido pDISPLAY fue obtenido de Invitrogen (Invitrogen Life Technologies).
El pldsmido pXpA fue donado por el Dr. Raul Andino, Departamento de Inmunologia y
Microbiologia, Universidad de California, San Francisco (UCSF), USA. El plasmido
pXpA contiene el ADNc completo del virus de la polio silvestre tipo 1 de la cepa

Mahoney.

Células

Las células B16FO fueron derivadas de un melanoma de raton C57BL/6J
(haplotipo H-2°). Las células Hela fueron derivadas de un cancer cervical humano
asociado a VPH tipo 18, fueron crecidas y mantenidas en Medio Eagle Modificado por
Dubelcco (DMEM) (In vitro S. A de C. V) suplementado con 10% de suero fetal bovino
(SFB) (Gibco BRL, Life Technologies) y 100U/ml de la mezcla de antibiéticos penicilina-
estreptomicina en solucion salina de NaCl al 0.85%, In Vitro). Las células fueron
crecidas a 37°C en una atmésfera con 95% O, y 5% CO,. Cuando las monocapas
alcanzaron el 90% de confluencia fueron subcultivadas utilizando tripsina al 0.75%
(Gibco BRL) en PBS.

Virus

El virus de la polio fue obtenido directamente de la vacuna anti-poliomielitica
fabricada por Laboratorios Birmex S. A de C. V. La vacuna anti-poliomielitica contiene
los siguientes titulos de los tres serotipos de virus humanos 1x10° particulas virales del

tipo |1, 1x10° particulas virales del tipo Il y 6x10° particulas virales del tipo Il

Animales

La cepa C57BL/6J {H-2°} fue obtenida del bioterio del Instituto de
Investigaciones Biomédicas, UNAM. Ratones de 4 a 6 semanas de edad fueron
utilizados en los experimentos. Los ratones fueron mantenidos en cajas de

microaislamiento con comida y agua ad limitum.
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PURIFICACION DEL ADN PLASMIDICO (PROCEDIMIENTO DE
MINIPREPARACION), MEDIANTE LISIS ALCALINA

5ml de medio LB (Apéndice 1) con 25pl de ampicilina (50mg/ml) fueron
inoculados con una asada de bacterias E. coli recombinantes. Se incub6o a 37°C,
durante toda la noche, con agitacion constante a 250rpm. Posteriormente se centrifugo
el cultivo a 5000g durante 8 min. Los botones bacterianos se resuspendieron en 200ul
de solucién | [50mM glucosa, 25mM TRIS-HCL (pH 8.0), 10mM EDTA (pH: 8.0)], a la
cual se adicion6 0.005gr de lisozima soélida, para favorecer la lisis celular. Se mezclé
por agitacion invirtiendo los tubos 5 veces y se incubaron en hielo durante 5 min. Se
adiciond 400ul de solucion Il (0.2M NaOH 1% SDS), e inmediatamente se mezclo su
contenido invirtiendo los tubos rapidamente.

Para precipitar las proteinas y el ADN genomico, se adicionaron 300ul de
solucién 11l (5M acetato de potasio pH: 5) a cada tubo; para dispersar el acetato de
potasio se removieron los tubos fuerte y rapidamente, hasta que se observo un lisado
viscoso; los tubos fueron incubados en hielo durante 10 min, para después centrifugar
a 12000g durante 5 min méas. El sobrenadante que contenia el plasmido se transfirié a
tubos nuevos y estériles y se les adicion6 500ul de isopropanol y se incubaron en hielo
durante 10 min. Los tubos se centrifugaron a 12000g durante 5 min, el sobrenadante se
desechd y los botones se resuspendieron en una mezcla de 200ul de Buffer TE
(Apéndice 2) complementado con 100ul de solucion IV (7.5 M de acetato de amonio)
por tubo. Para precipitar el ARN, los tubos se incubaron en hielo durante 20 min y se
centrifugaron a 12000g durante 5 min; el sobrenadante se transfirié a tubos nuevos.
Posteriormente se adicionaron 600ul de etanol al 95 %, se mezclaron por agitacion y
los tubos se incubaron a -70°C durante 1 hora. Después de la incubacion, los tubos se
centrifugaron a 1200g durante 15 min. Y los botones resultantes se resuspendieron en

30ul de H,0 ultra pura guardandose a -20°C hasta su uso posterior.

RESTRICCION ENZIMATICA.

El ADN fue digerido con endonucleasas de restriccion en el buffer
correspondiente 10X acorde a las instrucciones del fabricante. En general se us6 una
unidad de enzima para digerir 1ug de ADN a 37°C, toda la noche. La reaccion de

restriccion fue analizada por electroforesis en geles de agarosa.
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ELECTROFORESIS DE ADN EN GELES DE AGAROSA.

Los geles de agarosa fueron preparados disolviendo la concentracion requerida
de agarosa en TBE/bromuro de etidio [10ug/ml] (Apéndice 3). Para disolver la agarosa
la mezcla fue calentada usando un horno de microondas, hasta que la agarosa
estuviese completamente disuelta. La solucién fue vertida en una base para geles,
colocando el peine para la formacion de pozos, permitiendo que la solucion gelificara.
Las muestras de ADN para el analisis fueron diluidas con buffer de carga (Apéndice 4)
y cargadas en los pozos del gel; en un pozo adjunto se cargo 2ul (100ng) de marcador
de peso molecular. La electroforesis se llevd a cabo a 100v por 45 minutos. La
presencia de las bandas de ADN fue detectada por iluminacion UV usando un
transiluminador (Foto/Analist Visionary) y fotografiado usando un documentador de

geles (Fotodine/Mitsubishi).

ELECTROELUSION DEL ADN

Con el fin de purificar bandas de ADN de tamafios especificos, se realizé una
electroforesis en gel de agarosa al 1%. Después de 45 min de corrimiento
electroforético, la banda de interés fue extraida del gel con un bisturi y se colocé en
una membrana de didlisis, a la que se adiciond 1ml de buffer de Electroelusion [TAE]
(Apéndice 5).

El ADN se aisl6 de la agarosa, por medio de un nuevo corrimiento electroforético
a 100 Volts durante 30 min. Después de este tiempo, la membrana fue observada en el
transiluminador, en donde se pudo verificar que el ADN se encontraba en el buffer de
Electroelusion y no en la agarosa. El ADN se purifico usando la técnica de extraccion

con fenol-cloroformo y precipitacién por etanol.

PURIFICACION DE ADN POR EXTRACCION CON FENOL-CLOROFORMO Y
PRECIPITACION POR ETANOL (Modificacion de Maniatis et. al, (1989))

En un volumen igual de fenol-cloroformo (1:1), se adicion6 la muestra de ADN en
un tubo de polipropileno. El contenido del tubo se agité hasta que se formé una
emulsion y los tubos se centrifugaron a 12 000g durante 5 min. El acido nucleico
contenido en la fase acuosa que se formo en la parte superior, se transfirié a un tubo
nuevo y limpio con un volumen igual de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) y las fases
se mezclaron agitando los tubos y posteriormente centrifugando a 12000g durante 10

seg. EI ADN contenido en la fase acuosa (fase superior) se transfirié a un tubo nuevo y
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limpio. EI ADN se precipité con 750ul de etanol al 95%. El contenido se mezclo
rapidamente por inversion de los tubos de 4 a 5 veces y posteriormente se incubaron a
-70°C durante 1 h. EI ADN se centrifugd a 12000g durante 15 min. Se decant6 el

sobrenadante y los botones se resuspendieron en agua ultrapura.

PURIFICACION DE ADN POR CONGELACION

Se cortaron las bandas de ADN a partir de un gel de agarosa. Los fragmentos
se transfirieron a tubos falcon estériles de 15ml y se incubaron a -20°C toda la
noche. El liquido condensado se transfiri6 a un tubo eppendorf nuevo y estéril, se
agrego un volumen de acetato de amonio 7.5M, los tubos se agitaron en un vortex por
15 seg y se adiciond un volumen de etanol absoluto frio, se agitaron de nuevo por 15
seg en un vortex y se incubaron a -20°C toda la noche. Posteriormente se centrifugaron
a 13000rpm durante 30 min a 4°C, se decanto6 el sobrenadante y el boton se lavo con
etanol al 70%. Se centrifugd a 13000rpm durante 30 min a 4°C, se decant6
sobrenadante y el botén se dejo secando sobre papel. Una vez eliminados los residuos

de etanol, el botdn se resuspendid con agua ultra pura.

REACCIONES DE LIGACION
La reaccion de ligacion enziméatica se realizO como sigue:

Antes de la ligacion entre el inserto de ADN vy el vector, éstos fueron preparados por
restriccion enzimatica, descrita anteriormente. La ligacion del vector e inserto de ADN
se llevd a cabo en 20ul de volumen de ligacion, con un radio de 1:3 (vector-inserto)
usando 100ng del vector digerido. Para la reaccion de ligacion se us6 1U de T4 ADN
ligasa (1U/ul, Gibco BRL®), buffer de ligacion 5X y agua ultrapura. La mezcla de
reaccion fue incubada a 16°C toda la noche. Estas ligaciones fueron usadas para

transformar células JIM101 competentes.

TRANSFORMACION DE CELULAS COMPETENTES.

La alicuota de células competentes fue descongelada en hielo. 100ul (1000
células aproximadamente) de ésta fue incubada con 10ul de la reaccion de ligacion, en
condiciones de esterilidad. Las muestras se incubaron en hielo durante 30 min y
posteriormente se aplic6 un choque térmico a 42°C durante 2 min. Inmediatamente

después se adicionaron 500ul de medio LB y los tubos fueron incubados 1 h a 37°C
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con agitacion constante. Después de la incubacion, se colocé 300ul del volumen total
de la mezcla en una caja Petri con LB-agar bacteriolégico mas 20ul de ampicilina
(100mg/ml), para luego dispersarlo por toda la superficie de la caja. La caja de Petri se
incubé a 37°C durante toda la noche en posicién invertida. Una vez obtenidas las
colonias, se colectaron 10 colonias y se usaron para inocular tubos con 5ml de medio
LB con ampicilina (100mg/ml). Los tubos se incubaron a 37°C con agitacion constante
a 250rpm, toda la noche. Posteriormente se tom6 una gota de cada cultivo y se colocé
en una caja con LB-agar. Se incub6 a 37°C toda la noche, se sell6 con parafilm y se

guardo a 4°C para su uso posterior.

AMPLIFICACION DE LAS SECUENCIAS CODIFICADORAS DE LAS PROTEINAS
DE LA CAPSIDE DEL VIRUS DE LA POLIOMIELITIS POR PCR (POLYMERASE
CHAIN REACTION).

El Marco de Lectura Abierto de interés (secuencias génicas VP1, VP2 y VP4) fue
amplificado por PCR utilizando 2 unidades de Tag DNA polimerasa (PerKin Elmer), 2ul
de buffer PCR 10X, 25mM de cloruro de magnesio (MgClI2), 10uM de cada uno de los
oligonucleotidos, 2mM de dNTPs y 1ul de ADN plasmidico, previamente aislado. La
reaccion de PCR se llevé a cabo en un volumen de 20ul, utilizando los siguientes
oligonucleotidos:

VP1 F/BamH | (5°C GAA TTC ATG GGG TTA GGT CAG 3)y VP1R/Xho I (5C
CTC GAG GTG TCC GAA TCC ATA 3’) que amplifican una region de 917 pares de
bases correspondientes al gen VP1 completo.

VP2 F/BamH | (5 C GAA TTC GCC CCA ATG CTA AAC 3) y VP2 R/Xho I/ (5’
C CTC GAG GCC CTG TAA GCG TGG 3') que amplifican una region de 833 pares de

bases correspondientes al gen VP2 completo.

VP4 F/BamH | (5 C GAATTC ATG GGT GCT CAG GTT 3)y VP4 R/Xho | (5’ C
CTC GAG GTT TAG CAT TGG GGC 3’) que amplifican una regién de 204 pares de
bases correspondientes al gen VP4 completo.

Como control positivo en todos los ensayos de PCR, se utilizé el plasmido pXpA.
La amplificacion se llevé a cabo en 30 ciclos de 95°C-30 segundos, 40°C-60 segundos,

72°C-90 segundos. Se uso un termociclador Perkin Elmer, modelo 9600.
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STOCK EN GLICEROL DE CELULAS BACTERIANAS TRANSFORMADAS

Una vez confirmada la positividad de las colonias recombinantes mediante
restriccion enzimatica y reaccion de PCR, se hizo un stock en glicerol de las colonias
seleccionadas. Para ello se utilizaron tubos de crioconservacion en los que se
colocaron 850yl de células transformadas y 150ul de glicerol estéril; se almacenaron a -

70°C hasta el momento de su uso.

PURIFICACION DE ADN PLASMIDICO POR CROMATOGRAFIA.

Para el andlisis de secuenciacion se utilizo ADN plasmidico aislado por el kit
Miniprep Spin de QIlAprep de QIAGEN, usando las soluciones del proveedor, como se
describe a continuacion: Se partio de un cultivo bacteriano de 1.5ml de medio LB
selectivo crecido toda la noche a 37°C en agitacion constante. El cultivo se centrifug6 a
13000rpm durante 1 min, se decant6 el sobrenadante y se resuspendio el boton en
250ul de Buffer P1, posteriormente se adicionaron 250ul del Buffer P2 y mezclé
suavemente por agitacion invertida 4-6 veces. Se agregd 350ul del Buffer N3 e
inmediatamente se mezclé por agitacion invertida pero suavemente de 4-6 veces. Se
centrifugd por 10 min a 13000rpm. Se transfirié el sobrenadante a la columna spin de
QlAprep y se centrifugd a 13000rpm durante 1 min. Posteriormente se lavo la columna
adicionando 0.75ml de Buffer PE, se transfirid la columna a un tubo eppendorf nuevo y
se centrifugd por 1 min a 13000rpm. Se traspaso la columna a un nuevo tubo y se
adicion6 50ul del Buffer EB, se esperd 1 minuto para eluir el ADN y se centrifugd por 1

minuto a 13000rpm. EI ADN obtenido se guardo hasta su uso.

REACCION DE SECUENCIACION

Los genes que codifican para las proteinas de la cdpside del virus de la polio
clonadas en el vector de expresion pDISPLAY fueron analizadas mediante una
secuenciacion automatica del inserto.

Para VP1 se uso el siguiente oligonucleétido en el extremo 5° F/BamH |: C GAA
TTC ATG GGG TTA GGT CAG. Y en el extremo 3" se uso0 el oligonucledtido R/Xho I: C
CTC GAG GTG TCC GAA TCC ATA.

Para VP2 se usoé el oligonucle6tido F/BamH I: C GAA TTC GCC CCA ATG CTA
AAC en el extremo 5’ y en el extremo 3’ se uso el oligonucleétido R/Xho I: C CTC GAG
GCC CTG TAA GCG TGG.
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Para VP4, en el extremo 5’ se uso el oligonucledtido F/BamH | C GAA TTC
ATG GGT GCT CAG y en el extremo 3" se uso el siguiente oligonucleétido R/Xho | C
CTC GAG GTT TAG CAT TGG GGC.

Se utilizo el kit Dye Deoxy Terminator cycle sequencing (Perkin Elmer), bajo las
siguientes condiciones: 94°C/5min; 94°C/30s; 55°C/30s; 60°C/10s; 60°C/5min.) 35
ciclos. La lectura del producto amplificado se realiz6 en el secuenciador automatico ABI
PRISM 310 (Perkir ElImer, modelo 3100, Version 3.7). La secuenciacién fue analizada

por alineamiento con el programa Clustal X.

INDUCCION DE TUMORES

5x10° células B16FO fueron inyectadas intradérmicamente en el costado
derecho de cada animal. La induccion de los tumores se llevé a cabo 2 semanas
después de que los animales fueron vacunados contra la polio. El desarrollo de los

tumores fue monitoreado cada dos dias.

TRATAMIENTO DE TUMORES

Cuando los tumores alcanzaron un area de 1.0mm? se realizé su tratamiento.
Los tumores fueron inyectados directamente con 100ug pDISVP1 y pDISVP4 o 300ug
de pDISVP1, 300ug de pDISVP2 y 300ug de pDISVP4, utilizando para este fin una
jeringa de tuberculina y procurando depositar los plasmidos en el centro de la
tumoracion.

Grupos de animales recibieron 100pg 6 300ug de los plasmidos pVAXVP1,
pVAXVP2 y pVAXVP4, los cuales expresan a VP1, VP2 y VP4 pero no las presentan
en la membrana celular. Otros grupos de animales recibieron 100ug 6 300ug del
plasmido pDISPLAY y pVAX vacio respectivamente. Finalmente un ultimo grupo de

animales fue dejado sin tratar.

OBTENCION DE BIOPSIAS DE TUMORES
Cuando los tumores tenian 7-10 dias de crecimiento se sacrificaron los
animales. Se obtuvieron biopsias de todos los tumores y se guardaron en nitrégeno

liquido en crioviales hasta su uso.
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EXTRACCION DE ADN DE LAS BIOPSIAS.

Se tomaron muestras de todas biopsias, se cortaron finamente, se colocaron en
tubos eppendorf nuevos y se adicionaron 400ul de buffer de digestion (Apéndice 9) y
10ul de Proteinasa K (Invitrogen) a cada tubo, se incubaron a 55°C por 5h con
agitacion cada 10 minutos. Posteriormente se centrifugaron a 5000rpm por 5 min, el
sobrenadante se transfirié a tubos eppendorf nuevos y se limpiaron 3 veces con Buffer
Ultrapuro de fenol saturado (Invitrogen), invirtiendo los tubos rapidamente para mezclar
el contenido. Posteriormente se centrifugaron 5 min a 13000rpm y se transfirio el
sobrenadante a tubos nuevos. Una vez limpios, se adicioné etanol al 95% a cada tubo,
se agitaron y se incubaron 1h a -70°C. Por ultimo, se centrifugaron 15 min a 13000rpm,
se decant6 el sobrenadante, se retir0 el exceso y los botones resultantes se

resuspendieron en 100ul de agua ultra guarddndose a -20°C hasta su uso.

EXTRACCION DE PROTEINA TOTAL DE LAS BIOPSIAS

Para extraer proteina total, se obtuvieron muestras de las biopsias, se cortaron
finamente y se les adicion6 500ul de buffer de Lisis (Apéndice 10) y 5ul de inhibidores
de proteasas y fosfatasas (Roche), se incubaron en hielo por 30 min. Posteriormente
se rompieron las paredes celulares de las células utilizando un sonicador soniprep 150
(SANYO), las muestras se sonicaron tres veces, durante 1 min a potencia media
(7uicrons) con intermedios de medio min, hasta visualizar el tejido disgregado
totalmente. Una vez disgregadas todas las muestras se centrifugaron 10min a
13000rpm a 4°C, se transfirid el sobrenadante a un tubo eppendorf nuevo, se tomaron
20ul de cada muestra y se colocaron en tubos eppendorf nuevos. El resto se guardo a -
20°C hasta su uso. Posteriormente se llevo a cabo la cuantificacion de la proteina total
utiizando el ensayo de proteina DC (Bio Rad) y leyendo a 750nm en un

Espectofotometro Spectronic 21D (Milton Roy).

WESTERN BLOT

Se obtuvieron las proteinas totales de células tumorales transfectadas y no
transfectadas con los plasmidos. Los extractos de proteinas totales fueron obtenidos a
24h, 48h y a los 15 dias del tratamiento.

Los extractos de proteinas fueron incubadas con solucién de carga (Invitrogen)

(Apéndice 11), durante 5 min a 100°C. Las muestras fueron separadas por corrimiento
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electroforético en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) (Apéndice 12) al 10% a 95V por
45 minutos. Las proteinas fueron transferidas a una membrana de nitrocelulosa a 120V
durante 1 h a 4°C en una camara Mini-VE Hoefer (Amserham Biosciences) en buffer de
corrida 1x {3% (w/v) tris-base, 14% (w/v) glicina, 5% SDS al 20%} diluido 1:10. Luego la
membrana fue incubada con solucién bloqueadora [5% leche descremada en polvo, 0.1
% Tween-20 en PBS] durante toda la noche a 4°C. Posteriormente la membrana fue
lavada tres veces durante 5 min con 0.1% Tween-20 en PBS. Después la membrana
fue incubada con el anticuerpo monoclonal, comercial anti-virus de la polio, isotipos
IgG; e 1gG2a, (Chemicon Internacional) diluido 1 en 100 en PBS -BSA 1%- Tween
0.05%. Después de 2 h de incubacién a temperatura ambiente, la membrana fue
lavada tres veces durante cinco minutos con 0.1% Tween-20 en PBS. En seguida, la
membrana se incubd el anticuerpo policlonal de cerdo a-raton, a-cabra, a-conejo IgG
multi-union acoplada a biotina (Dako) diluido 1:250 en PBS-BSA 1%-Tween 0.05%.
Luego de 1 h de incubacion a temperatura ambiente, las membranas fueron lavadas
tres veces durante 5 min con 0.1% Tween-20 en PBS. Posteriormente se adiciono
estreptavidina acoplada a peroxidasa (Dako) en una dilucion 1:250 en PBS-BSA 1%-
Tween 0.05%. Después de 1 hora de incubacion a temperatura ambiente, la membrana
fue lavada tres veces durante 5 min con 0.1% Tween-20 en PBS. Finalmente la
membrana fue expuesta al agente quimioluminiscente luminol (Perkin Elmer) durante 1

min y fueron reveladas.

INMUNIZACION DE ANIMALES CON LA VACUNA ORAL ANTI-POLIOMIELITICA

Un grupo de ratones hembra C57BI/6 fueron inmunizados con la vacuna Sabin
por la via oral. Otro grupo de ratones hembra recibieron solucién salina estéril (PBS)
(Apéndice 6) por la misma via, utilizando una sonda intragastrica. Los animales
recibieron 3 dosis de 100ul de la vacuna Sabin (500 particulas virales del tipo 1, 50
particulas virales del tipo 2 y 300 particulas virales del tipo 3) o de la solucién salina

estéril a intervalos de 2 semanas.

OBTENCION DE SUEROS

Las muestras de sangre se obtuvieron de todos los ratones, tanto inmunizados
como no inmunizados, por via retro-orbital y se colocaron en tubos eppendorf de 1.5
estériles y se pusieron en hielo. Posteriormente se incubaron por 45min a 4°C, se

quitaron los coagulos a cada muestra con un palillo estéril y se centrifugaron a 4°C por
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15min a 13000rpm vy se transfirié el sobrenadante (suero) a un tubo eppendorf nuevo

estéril guardandose a -20°C hasta su uso.

ENSAYO DE PROLIFERACION CELULAR.

Diferentes numeros de células HeLa se sembraron en una placa de 96 pozos
estéril y se incubaron por 2 h a 37°C con 200ul de medio DMEM suplementado y
posteriormente se hizo el ensayo de MTT (Apéndice 7) como sigue: se lavaron las
células tres veces con 200ul de medio DMEM sin suero, posteriormente se adicionaron
200l de medio DMEM suplementado y 50ul de MTT [1mg/ml en PBS], se resuspendid
y se incub6 1 h a 37°C. Se eliminé el medio y se lavaron las células tres veces con
200pI de medio DMEM suplementado, se adicioné 100ul de isopropanol,
resuspendiendo hasta disolver los cristales formados. Posteriormente se leyd la
absorbancia a 570nm en un lector de ELISA (BIOC-T EK ELx800).

CULTIVO DE VIRUS DE LA POLIO

5x10° células HeLa fueron sembradas en cajas de cultivo p100 estériles con 8ml
de medio DMEM suplementado y crecidas a 37°C. Cuando las monocapas alcanzaron
el 80% de confluencia fueron infectadas con 1ml de la vacuna oral (5x10° particulas
virales del tipo 1, 5x10* particulas virales del tipo 2 y 3x10° particulas virales del tipo 3),
24h después se transfirid6 1ml del medio de las células infectadas a una nueva caja de
células con 80% de confluencia. Esto se repitié 10 veces para mantener activo al virus.

De este cultivo se obtuvo el virus para los ensayos siguientes.

ENSAYO DE INFECCION in vitro DE CELULAS HelLa POR POLIOVIRUS.
DETERMINACION DE LA DOSIS LETAL 50 (DLso) Y LA DOSIS LETAL 100 (DL1qp).
1x10° células HelLa se sembraron en pozos de placas de 96 pozos estériles y se
incubaron por 2 h a 37°C (5% CO,), posteriormente se eliminé el medio y se
adicionaron diluciones de la vacuna anti-poliomielitica (1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64,
1:125, 1:500,1:1000,1:2000 y 1:4000) y se incubaron toda la noche a 37°C (5% CO,).
Al dia siguiente se cuantifico el nimero de células vivas por el ensayo de MTT antes

descrito.
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ENSAYO DE INHIBICION DE LA INFECCION POR POLIOVIRUS.

DIA 1: Los sueros de ratones vacunados y no vacunados fueron incubados con
de 50 pl de virus de la polio en cultivo a 4°C por 24 h.

DIA 2: 1x10° células HelLa se sembraron en placas de 96 pozos estériles y se
incubaron 2 h a 37°C (5% CO,), posteriormente se elimind el medio. Se adicionaron las
muestras preparadas el dia 1 y se incubaron por 24 h a 37°C (5% CO,). Al dia siguiente

se realiz6 el ensayo de MTT antes descrito.

INMUNOCITOQUIMICA DE CELULAS INFECTADAS CON VIRUS DE LA POLIO.

Los reactivos utilizados excepto los anticuerpos, se obtuvieron del Kit Histostain
—DS (Zymed).

5x10° células HeLa fueron sembradas en una caja p25 estéril y se incubaron 2 h
a 37°C (5% CO,), posteriormente se elimind el medio, se adicionaron 1ml de medio
DMEM nuevo y 100ul de virus de la polio en cultivo y fueron incubadas a 37°C por 24h,
después se les retiré el medio. Posteriormente las monocapas fueron lavadas 3 veces
con PBS y fueron fijadas con 1ml de metanol frio por 10 min a 4°C; se retird el metanol
y posteriormente se le adicion6 perdxido de hidrogeno (H20-) al 3% en metanol por 10
min a temperatura ambiente. Las monocapas fueron lavadas 3 veces con PBS y fueron
incubadas con 800 pul de Suero Fetal Bovino 1:4 en TBS-BSA 2% -Tween 0.1%
(Apéndice 8) y se dejo incubando por 30 min a temperatura ambiente. Posteriormente
se adiciond el anticuerpo monoclonal comercial anti-virus de la polio (clonas 583-G8-
G2-A4, 591-B1-H7-D1 y 613-F1-B5-E5), isotipos 1gG; e 1gG24, (Chemicon Internacional)
gue reconoce a los tres tipos de virus, dilucion 1:100 en solucion bloqueadora (TBS-
BSA 2% -Tween 0.1%) o sueros de ratones no inmunizados o inmunizados con la
vacuna anti-poliomielitica, dilucién 1:100 en solucién bloqueadora. Se incubd por 2 h a
37 °C.

Posteriormente se lavé 2 veces con PBS y se adicioné el anticuerpo policlonal
de cerdo a-ratdn, a-cabra, a-conejo IgG multi-union acoplada a biotina (Dako) (dilucién
1:100); se incubd 1 h a temperatura ambiente y se lavé 2 veces con PBS y se afadio
estreptavidina-HRP diluida 1:100 en solucion bloqueadora, y se dejo incubando 1 h a
temperatura ambiente. Se lavo 6 veces con PBS y se afiadi6é 20ul de sustrato AEC (3-
Amino-9-etil-carbazol) y 1250ul del Buffer para el sustrato AEC, para revelar la sefial

del anticuerpo secundario. Se incub6 por 20 min a temperatura ambiente. Se lavd con
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agua-destilada y finalmente las monocapas fueron contratefiidas con una gota de
hematoxilina por 1 min, se lavo con agua, y se fij6 con el medio de montaje COVER
care (Biocare Medical).

ANALISIS ESTADISTICO

Los datos obtenidos fueron analizados por la prueba t de Student. Se considero

un nivel de significancia basico para p=0.05 con un intervalo de confianza de 95%.

33



RESULTADOS

CONSTRUCCION Y CARACTERIZACCION DE LOS PLASMIDOS pDISVPI,
pDISVP2 y pDISVP4.

Clonacién de los genes VP1, VP2, VP4 en el vector de expresion pDISPLAY.

En el presente proyecto las secuencias génicas que codifican para VP1, VP2 y
VP4 del virus de la polio fueron clonadas en el vector de expresion pDISPLAY, para dar
lugar a los plasmidos pDISVP1, pDISVP2 y pDISVPA4.

Este vector tiene las siguientes caracteristicas: contiene el promotor de
Citomegalovirus humano (pCMV) que permite la expresion del gen de interés en
células de mamifero. Ademas contiene la secuencia de la cadena-k de Ig de la V-J2-C
murina que funciona como péptido sefial, el cual induce el transporte de la proteina
clonada a la membrana. Por uUltimo presenta una secuencia que codifica para el domino
transmembranal del receptor del factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGFR-
TM) que conlleva al anclaje de la proteina de interés en la membrana, lo cual permitira
gue esté expuesta al reconocimiento.

Se seleccionaron cinco colonias de bacterias transformadas con pDISVP1, se
extrajo el ADN y se analizé por restriccion con la enzima de restriccion Xba I. Esta
enzima corta al inserto (VP1), en los sitios 2546 y 2861 y no corta al vector, por lo que
se espera obtener dos fragmentos de aproximadamente 315 y 6000pb, los cuales se
observaron en todas las colonias. Para corroborar la presencia de la secuencia génica
VP1 en el plasmido, se seleccionaron 2 colonias y se realiz6 un andlisis por PCR,

usando los oligonucledtidos VP1F Y VP1 R mencionados en la metodologia.
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Figura 6. Amplificacion del gen VP1 del virus de la polio por PCR. El gen VP1 fue amplificado usando los
oligonucleétidos VP1F y VP1R. Los productos de la reaccion fueron analizados en un gel de agarosa al
1%. Carriles: 1.- Marcador de peso molecular; 2.- control positivo; 3.- ADN de la colonia 1; 4.- ADN de la

colonia 2.

En la Figura 6 se muestra el resultado de la PCR; como control positivo en todos
los ensayos de PCR, se utilizé el plasmido pXpA, que contiene el cDNA completo del
virus de la polio tipo 1 (cepa Mahoney). Como se puede apreciar la PCR produjo una
banda en las colonias seleccionadas del mismo peso molecular que el que se observa
en el control positivo, y que corresponde al mismo peso esperado para VP1 (917pb).
Por otro lado, en el control negativo que sélo contenia agua en lugar de ADN templado,
no se observo amplificacion. Estos resultados muestran que el gen VP1 fue clonado

exitosamente en el vector pDISPLAY.

Por otro lado, 4 colonias de bacterias transformadas con pDISVP2, fueron
analizadas por restriccion con la enzima Ssp |. Esta enzima corta tanto al inserto (VP2)
en el sitio 1641 como al vector pDISPLAY en dos sitios (4754, 5307), por lo que se
esperan tres fragmentos génicos de 4005, 1582 y 553pb. Al observar las muestras en
el gel de agarosa se visualizaron los tres fragmentos esperados en dos colonias. Para
corroborar la presencia de la secuencia génica VP2 en el plasmido, en las dos colonias,

se llevé a cabo un ensayo de PCR, usando los oligonucleotidos VP2F Y VP2R.
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Figura 7. Analisis de la presencia del gen VP2 del virus de la polio por PCR. EI ADN de 2 colonias
seleccionadas fue amplificado usando los oligonucleétidos VP2 F y VP2 R. El producto de la reaccién fue
analizado en un gel de agarosa al 1%. Carriles: 1.- Marcador de peso molecular; 2.- control positivo; 3.-

control negativo; 4.- ADN de la colonia 1; 5.- ADN de la colonia 2.

Como se puede observar en la Figura 7, la reaccion de PCR produjo un
amplificado en las 2 colonias seleccionadas del mismo peso al que se observa en el
control positivo, y que corresponde al peso esperado para VP2 (833pb). Estos
resultados muestran que el gen VP2 fue clonado atinadamente en el vector
pDISPLAY.

Para el caso de pDISVP4, se seleccionaron tres colonias, se extrajo el ADN y se
analizaron por restriccion con la enzima Sma |. Esta enzima corta al vector pDISPLAY
en un sitio Unico (815) dentro de la region de policlonacién. El sitio Sma | se
encuentra localizado entre los sitios Bgl Il y Sal I, por lo que la ligacion del inserto VP4
producira la pérdida de dicho sitio Sma I. De tal forma, la restriccion del DNA de
colonias que so6lo contengan al vector vacio produciria una linearizacion del mismo (1
sola banda de 5.3 Kb), mientras que en colonias recombinantes seria imposible
linearizar el plasmido. El corrimiento electroforético de la restriccién con la enzima Sma
I, mostré que el fragmento de 5.3 Kb se present6 sélo en una de las colonias (1), lo
cual indica que esta colonia no es recombinante. Sin embargo en las demas colonias
(2 y 3) no se observé dicha banda, lo que sugiere que estas si pueden ser bacterias

recombinantes. Para corroborar la presencia de la secuencia génica VP4 en el
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plasmido, en las colonias 2 y 3, se realizd un andlisis por PCR, usando los
oligonucleétidos VP4F Y VP4R.

«—— VP4
(206pb)

Figura 8. Escrutinio del gen VP4 mediante PCR. Ensayo de PCR en muestras de ADN de bacterias
transformadas con pDISVP4. El ADN de 2 colonias transfectadas con pDISVP4 seleccionadas fue
amplificado usando los oligos VP4 F y VP4 R. El producto de la reaccion fue examinado en un gel de
agarosa al 1%. Carriles: 1.- Marcador de peso molecular; 2.- control positivo; 3.- ADN de la colonia 1, 4.-
ADN de la colonia 2.

En la Figura 8 se aprecia que se amplificé un producto en las colonias seleccionadas
del mismo peso al que se observa en el control positivo, y que corresponde al peso
esperado para VP4 (204pb). Estos resultados muestran que el gen VP4 fue clonado

acertadamente en el vector pDISPLAY.

Con la finalidad de verificar la integridad de los genes VP1, VP2 y VP4 clonados
en el vector pDISPLAY, se procedi6 a secuenciarlos utilizando los oligonucleétidos ya
mencionados en la metodologia. El uso de estos oligonucle6tidos permitié secuenciar
los genes completos.

Para todos los casos se generd una secuencia prototipo de los genes VP1 o VP2
0 VP4 con ayuda del programa DNAclub, con la cual se compararon las secuencias de
los genes clonados.

A continuacién se presenta la alineacion de la secuencia prototipo (VP1) y las

obtenidas con los diferentes oligonucledtidos:
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TAGGTCAGATGCTTGAAAGCATGATTGACAACACAGTCCGTGAAACGGTGGGGGCGGCAA
————————— AGCTTGAT-GCATGATTGACA-CACAGTCCGTGAAACGGTGGGGGCGGCAA

OL1GO VP1F CGAATTCATGGGGTTAGGTCAG

Nota: el

BamH 1

inicio de todos los oligos no fue secuenciado, pues no aparecen

completos en las secuencias.

vpl
VvplF
VvplR

vpl
VvplF
Vvpl1R

vpl
VvplF
vplR

vpl
VvplF
Vvpl1R

vpl
VvplF
vplR

vpl
VvplF
vplR

CATCTAGAGACGCTCTCCCAAACACTGAAGCCAGTGGACCAACACACTCCAAGGAAATTC
CATCTAGAGACGCTCTCCCAAACACTGAAGCCAGTGGACCAACACACTCCAAGGAAATTC

AEAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAARAAXAAAXAAAAAAAIAALAAAAXA XA AAAAAAX

CGGCACTCACCGCAGTGGAAACTGGGGCCACAAATCCACTAGTCCCTTCTGATACAGTGC
CGGCACTCACCGCAGTGGAAACTGGGGCCACAAATCCACTAGTCCCTTCTGATACAGTGC

AAACCAGACATGTTGTACAACATAGGTCAAGGTCAGAGTCTAGCATAGAGTCTTTCTTCG
AAACCAGACATGTTGTACAACATAGGTCAAGGTCAGAGTCTAGCATAGAGTCTTTCTTCG

CGCGGGGTGCATGCGTGACCATTATGACCGTGGATAACCCAGCTTCCACCACGAATAAGG
CGCGGGGTGCATGCGTGACCATTATGACCGTGGATAACCCAGCTTCCACCACGAATAAGG

AAEEEEEAAAAEATEAAAAAEAAEIAAAAAAEAAXAAAAAXAXAAXAAAAXAAAAAAAXAAXAAAAXAXAXAAAAXXXX

ATAAGCTATTTGCAGTGTGGAAGATCACTTATAAAGATACTGTCCAGTTACGGAGGAAAT
ATAAGCTATTTGCAGTGTGGAAGATCACTTATAAAGATACTGTCCAGTTACGGAGGAAAT

AAEEEEAAAAEATEAAAAAEAAXAXAAAAXAAXAAAAEAAXAXAXAAAAXAAAXAAAAXAXAXAAAA XXX XAAAKhXX*x

TGGAGTTCTTCACCTATTCTAGATTTGATATGGAACTTACCTTTGTGGTTACTGCAAATT
TGGAGTTCTTCACCTATTCTAGATTTGATATGGAACTTACCTTTGTGGTTACTGCAAATT
TGGAGTTCTTCACCTATTCTAGATTTGATATGGAACTTACCTTTGTGGTTACTGCAAATT

AAEEEAEAAAAEAEAAXAAAAAXAAXAAAAEAXAXAAAAAXAXAXAXAAAXAXAAXAAAAAXAAXAAAAXAXAXAXAAAXXXX
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vpl
VvplF
Vvpl1R

vpl
VvplF
Vvpl1R

vpl
VvplF
VvplR

vpl
VvplF
vplR

vpl
VvplF
vplR

vpl
VvplF
Vvpl1R

VvplF
vplR

vpl
VvplF
vplR

TCACTGAGACTAACAATGGGCATGCCTTAAATCAAGTGTACCAAATTATGTACGTACCAC
TCACTGAGACTAACAATGGGCATGCCTTAAATCAAGTGTACCAAATTATGTACGTACCAC
TCACTGAGACTAACAATGGGCATGCCTTAAATCAAGTGTACCAAATTATGTACGTACCAC

B R R LR R e

CAGGCGCTCCAGTGCCCGAGAAATGGGACGACTACACATGGCAAACCTCATCAAATCCAT
CAGGCGCTCCAGTGCCCGAGAAATGGGACGACTACACATGGCAAACCTCATCAAATCCAT
CAGGCGCTCCAGTGCCCGAGAAATGGGACGACTACACATGGCAAACCTCATCAAATCCAT

*Kxk *hhhk R *h XXXk *k

CAATCTTTTACACCTACGGAACAGCTCCAGCCCGGATCTCGGTACCGTATGTTGGTATTT
CAATCTTTTACACCTACGGAACAGCTCCAGCCCGGATCTCGGTACCGTATGTTGGTATTT
CAATCTTTTACACCTACGGAACAGCTCCAGCCCGGATCTCGGTACCGTATGTTGGTATTT

*Kx Xk *hhhk R R

CGAACGCCTATTCACACTTTTACGACGGTTTTTCCAAAGTACCACTGAAGGACCAGTCGG
CGAACGCCTATTCACACTTTTACGACGGTTTTTCCAAAGTACCACTGAAGGACCAGTCGG
CGAACGCCTATTCACACTTTTACGACGGTTTTTCCAAAGTACCACTGAAGGACCAGTCGG

* *hhhk R EE R R e

CAGCACTAGGTGACTCCCTTTATGGTGCAGCATCTCTAAATGACTTCGGTATTTTGGCTG
CAGCACTAGGTGACTCCCTTTATGGTGCAGCATCTCTAAATGACTTCGGTATTTTGGCTG
CAGCACTAGGTGACTCCCTTTATGGTGCAGCATCTCTAAATGACTTCGGTATTTTGGCTG

* *hhhk R EE R R e

TTAGAGTAGTCAATGATCACAACCCGACCAAGGTCACCTCCAAAATCAGAGTGTATCTAA
TTAGAGTAGTCAATGATCACAACCCGACCAAGGTCACCTCCAAAATCAGAGTGTATCTAA
TTAGAGTAGTCAATGATCACAACCCGACCAAGGTCACCTCCAAAATCAGAGTGTATCTAA

AEAAEAEEEAAAAEATEAEAAAAAAXAEAXAAAAEAXAXAAXAAAAXAAXAAAAXAAXAXAAAAXAXAXAXAAAAAXAA XXX Xx*X

AACCCAAACACATCAGAGTCTGGTGCCCGCGTCCACCGAGGGCAGTGGCGTACTACGGCC
AACCCAAACACATCAGAGTCTGGTGCCCGCGTCCACCGAGGGCAGTGGCGTACTACGGCC

AEAAAAAAAAARAAAAAAAAAAAAXAAXAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAIAALAAXAAXAAAAAAK

CTGGAGTGGATTACAAGGATGGTACGCTTACACCCCTCTCCACCAAGGATCTGACCACA
CTGGAGTGGATTACAAGGATGGTACGCTTACAC-—————————————mmmmmomo
CTGGAGTGGATTACAAGGATGGTACGCTTACACCCCTCTCCACCAAGGATCTGACCACA

*hhkhhkhhhhiix B R R e R e e
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vpl
VvplF
Vvpl1R

TAT

TAT

*xx

oligo vplR CCTCGAG GTGTCCGAATCCATA

Nota: gran parte de este oligo no se secuenci6, sin embargo la secuenciacion

Xho I CACAGGCTTAGGTAT

de gen VPl si esta completa.

Figura 9. Comparacion de secuencias de VP1. Alineacion entre la secuencia de gen prototipo VP1 con

las secuencias obtenidas del andlisis del ADN de colonias transformadas con el pldsmido pDISVP1,
utilizando los oligonucleétidos VP1F/BamH |y VP1R/Xho I.

Al comparar la secuencia analizada con la secuencia prototipo del gen VP1 (figura

9) se observa lo siguiente:

La reaccion con el oligonucleétido VP1F/BamH | permitié secuenciar a partir de

13pb de la region de policlonacion rio arriba del inserto y el oligonucle6tido VP1R/Xho |

permitié terminar de secuenciar al gen que codifica para la proteina VP1, mostrando

una concordancia del 100% con la secuencia conocida del gen.

A continuacién se presenta la alineacion de las secuencias obtenidas del gen VP2

utilizando los oligonucleétidos VP2 F/BamH 1Y VP2 R/Xho I.

vp2
vp2Ff
Vvp2R

ATGCTAAACTCGCCAAACATAGAGGCTTGCGGGTATAGCGATAGAGTACT
————————— TCGCCAAACATAGAGGCTTGCGGGTATAGCGATAGAGTACT
ATGCTAAACTCGCCAAACATAGAGGCTTGCGGGTATAGCGATAGAGTACT

AEAAAAAAAAAAAAAAAAARAAXAAXAAAAAAAAAAAALAAXAAAAAAAAAAAAK

OLIGO VP2f CGAATTCGCCCCAATGCTAAAC

vp2
vp2f
Vvp2R

vp2
vp2f
Vvp2R

GCAATTAACACTGGGAAACTCCACTATAACCACACAGGAGGCGGCTAATTCAGTAGTCGC
GCAATTAACACTGGGAAACTCCACTATAACCACACAGGAGGCGGCTAATTCAGTAGTCGC
GCAATTAACACTGGGAAACTCCACTATAACCACACAGGAGGCGGCTAATTCAGTAGTCGC

* *Kx Xk R EE R R e

TTATGGGCGTTGGCCTGAATATCTGAGGGACAGCGAAGCCAATCCAGTGGACCAGCCGAC
TTATGGGCGTTGGCCTGAATATCTGAGGGACAGCGAAGCCAATCCAGTGGACCAGCCGAC
TTATGGGCGTTGGCCTGAATATCTGAGGGACAGCGAAGCCAATCCAGTGGACCAGCCGAC

* *Kx Xk R EE R R e
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vp2
vp2f
Vp2R

vp2
vp2f
Vp2R

vp2
vp2f
Vvp2R

vp2
vp2f
Vvp2R

vp2
vp2Ff
Vvp2R

vp2
vp2F
Vvp2R

vp2
vp2F
Vvp2R

vp2
vp2F
Vp2R

AGAACCAGACGTCGCTGCATGCAGGTTTTATACGCTAGACACCGTGTCTTGGACGAAAGA
AGAACCAGACGTCGCTGCATGCAGGTTTTATACGCTAGACACCGTGTCTTGGACGAAAGA
AGAACCAGACGTCGCTGCATGCAGGTTTTATACGCTAGACACCGTGTCTTGGACGAAAGA

B R R LR R e

GTCGCGAGGGTGGTGGTGGAAGTTGCCTGATGCACTGAGGGACATGGGACTCTTTGGGCA
GTCGCGAGGGTGGTGGTGGAAGTTGCCTGATGCACTGAGGGACATGGGACTCTTTGGGCA
GTCGCGAGGGTGGTGGTGGAAGTTGCCTGATGCACTGAGGGACATGGGACTCTTTGGGCA

* *hhhk R EE R R e

AAATATGTACTACCACTACCTAGGTAGGTCCGGGTACACCGTGCATGTACAGTGTAACGC
AAATATGTACTACCACTACCTAGGTAGGTCCGGGTACACCGTGCATGTACAGTGTAACGC
AAATATGTACTACCACTACCTAGGTAGGTCCGGGTACACCGTGCATGTACAGTGTAACGC

* *hhhk R EE R R

CTCCAAATTCCACCAGGGGGCACTAGGGGTATTCGCCGTACCAGAGATGTGTCTGGCCGG
CTCCAAATTCCACCAGGGGGCACTAGGGGTATTCGCCGTACCAGAGATGTGTCTGGCCGG
CTCCAAATTCCACCAGGGGGCACTAGGGGTATTCGCCGTACCAGAGATGTGTCTGGCCGG

* *hhhk R EE R R e

GGATAGCAACACCACTACCATGCACACCAGCTATCAAAATGCCAATCCTGGCGAGAAAGG
GGATAGCAACACCACTACCATGCACACCAGCTATCAAAATGCCAATCCTGGCGAGAAAGG
GGATAGCAACACCACTACCATGCACACCAGCTATCAAAATGCCAATCCTGGCGAGAAAGG

* *hhhk R EE R R e

AGGCACTTTCACGGGTACGTTCACTCCTGACAACAACCAGACATCACCTGCCCGCAGGTT
AGGCACTTTCACGGGTACGTTCACTCCTGACAACAACCAGACATCACCTGCCCGCAGGTT
AGGCACTTTCACGGGTACGTTCACTCCTGACAACAACCAGACATCACCTGCCCGCAGGTT

AEAAEAEEEAAAAAEAEAAAAAAXAEAXAAAAEAXAXAAXAAAAXAAXAAAAXAAXAXAAAAXAXAXAXAAAIXAAXAAAAd XKk

CTGCCCGGTGGATTACCTCCTTGGAAATGGCACGTTGTTGGGGAATGCCTTTGTGTTCC
CTGCCCGGTGGATTACCTCCTTGGAAATGGCACGTTGTTGGGGAATGCCTTTGTGTTCC
CTGCCCGGTGGATTACCTCCTTGGAAATGGCACGTTGTTGGGGAATGCCTTTGTGTTCC

AEAEAEEEAAAAEAEAAAAAAAEIAEAXAAAAEAAXAAXAAAAXAAXAAAAXAAXAXAAAAXAXAXAAAAAAXAAAA)*K

CGCACCAGATAATAAACCTACGGACCAACAACTGTGCTACACTGGTACTCCCTTACGTGA
CGCACCAGATAATAAACCTACGGACCAACAACTGTGCTACACTGGTACTCCCTTACGTGA
CGCACCAGATAATAAACCTACGGACCAACAACTGTGCTACACTGGTACTCCCTTACGTGA

AEAAEEEEAAAAEAEAAAAAAAEAAXAAAAEAEAXAAXAAAAXAAXAAAAXAAXAAAAAXAXAXAXAAAIXAAXAAAAdhXx*X
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vp2 ACTCCCTCTCGATAGATAGTATGGTAAAGCACAATAATTGGGGAATTGCAATATTACCAT

vp2f ACTCCCTCTCGATAGATAGTATGGTAAAGCACAATAATTGGGGAATTGCAATATTACCAT
Vp2R ACTCCCTCTCGATAGATAGTATGGTAAAGCACAATAATTGGGGAATTGCAATATTACCAT
vp2 TGGCCCCATTAAATTTTGCTAGTGAGTCCTCCCCAGAGATTCCAATCACCTTGACCATAG
vp2ft TGGCCCCATTAAATTTTGCTAGTGAGTCCTCCCCAGAGATTCCAATCACCTTGACCATAG
Vp2R TGGCCCCATTAAATTTTGCTAGTGAGTCCTCCCCAGAGATTCCAATCACCTTGACCATAG
vp2 CCCCTATGTGCTGTGAGTTCAATGGATTAAGAAACATCACCCTGCCACGCTTACAGG
vp2ft CCCCTATGTGCTGTGAGTTCAATGGATTAAGAAACATCACCCTGCCACGCTTACAGG
Vp2R CCCCTATGTGCTGTGAGTTCAATGGATTAAGAAACATCACCCTGC—————==————-

* *Kxk R *hhhk

Oligo vp2R CCTCGAG GCCCTGTAAGCGTGG
Xho I CGGGACATTCGCACC

Fig. 10. Alineaciéon de secuencias de VP2. Comparacion de la secuencia del gen (VP2) con las
secuencias obtenidas del andlisis del ADN de colonias transformadas con el plasmido pDISVP2,
utilizando los oligonucleétidos VP2F/BamH |y VP2R/Xho I.

Al cotejar la secuencia obtenida, con los oligonucledtidos respectivos, con la
secuencia prototipo del gen de VP2 (figura 10) se observéd que se pudo secuenciar del
sitio 950 al 1765 del genoma viral, lo cual corresponde al 100% del gen VP2,
mostrando una similitud del 100% con la secuencia conocida del gen, lo cual indica que

no hubo ningdn cambio en la secuencia que afectara la estructura de la proteina.

En seguida se muestra la alineacién de la secuencia prototipo del gen VP4
obtenida, con los oligonucleétidos VP4 F/BamH | Y VP4 R/Xho .

Vp4R ATGGGTGCTCAGGTTTCATCACAGAAAGTGGGCGCACATGAAAACTCAAATAGAGCGTAT
vp4dF = e AATCATCACAGAATGTGGGCGCACATGAAAACTCAAATAGAGCGTAT
Vp4R ATGGGTGCTCAGGTTTCATCACAGAAAGTGGGCGCACATGAAAACTCAAATAGAGCGTAT

AEAAAAAAAAAAAAAAAAAAAARAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAIAAAAXAXAAAAAAK

OLIGO VP4F CGAATTC ATGGGTGCTCAGGTT
BamH 1
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vp4 GGTGGTTCTACCATTAATTACACCACCATTAATTATTATAGAGATTCAGCTAGTAACGCG

Vp4F GGTGGTTCTACCATTAATTACACCACCATTAATTATTATAGAGATTCAGCTAGTAACGCG
Vp4R GGTGGTTCTACCATTAATTACACCACCATTAATTATTATAGAGATTCAGCTAGTAACGCG
vp4 GCTTCGAAACAGGACTTCTCTCAAGACCCTTCCAAGTTCACCGAGCCCATCAAGGATGTC
Vp4F GCTTCGAAACAGGACTTCTCTCAAGACCCTTCCAAGTTCACCGAGCCCATCAAGGATGTC
Vp4R GCTTCGAAACAGGACTTCTCTCAAGACCCTTCCAAGTTCACCGAGCCCATCAAGGATGTC
vp4 CTGATAAAAACAGCCCCAATGCTAAACT
Vp4F CTGATAAAAACAGCCCCAATGCTAAACT
Vp4R -TGNTAGCATTGGAGACGATGTGGT---

* *Kx Xk

Oligo vp4R CTCGAG GTTTAGCATTGGGGC
Xho I CAAATCGTAACCCCG

Fig. 11. Cotejo de secuencias de VP4. Alineacion entre la secuencia prototipo (VP4) con las secuencias
obtenidas, del analisis de ADN de colonias transformadas con el plasmido pDISVP4, utilizando los
oligonucledtidos VP4F y VP4R.

Al equiparar la secuencia analizada con la secuencia prototipo del gen VP4 (figura
11) se aprecio lo siguiente:

La alineacién de la secuencia prototipo del gen VP4 con las secuencias
obtenidas del analisis del plasmido pDISVP4, permiti6 secuenciar del sitio 743 al 949
del genoma viral, lo cual corresponde al 100% del gen VP4, mostrando una
concordancia del 100% con la secuencia conocida del gen. Esto demuestra que no

hubo ninglin cambio en la secuencia de este gen.

Induccion de tumores.
En el presente trabajo se utiliz6 como modelo tumoral el melanoma en ratones

de la cepa C57BI/6 y fue inducido por el transplante intradérmico de la linea celular
singénica B16FO. El desarrollo de los tumores fue monitoreado cada 2 dias.

En la figura 12 se observa que el crecimiento del tumor fue proporcional al
tiempo. A los 10 dias los tumores tenian un promedio de 1.0 mm? de area, el maximo

observado fue de 6.5 mm? a los 40 dias.
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Figura 12. Desarrollo de tumores de melanoma en ratones. 5x10° células B16FO fueron administradas

intradérmicamente en el costado derecho de ratones C57BI/6. El crecimiento tumoral fue registrado a

los tiempos indicados. Cada grupo de puntos representa 10 ratones.

Como se esperaba el crecimiento del tumor es proporcional al tiempo. A los 10

dias los tumores tenian un promedio de 1.0 mm? de area, el maximo observado fue de

6.5 mm? a los 34 dias. De manera general se observé que un promedio de 48% de

ratones que fueron inoculados con células tumorales desarrollé tumores.

En la figura 13 se muestran 3 diferentes ratones con distintos tamafos de

tumores de melanoma. Las imagenes de cada raton fueron tomadas en el dia 40 del

crecimiento tumoral.
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Figura 13. Imagenes de ratones con tumores de melanoma. A) Imagen de un ratén con un tumor de
5.2mm? de area. B) Imagen de un ratén con tumor de 6.3mm? de area. C) Imagen de un ratén con tumor
de 7.2mm? de 4rea. Las fotos fueron tomadas en el dia 40 del desarrollo tumoral.

Los ratones que desarrollaron tumores presentaron una sobrevivencia
heterogénea. De tal forma, a los 10 dias se observo una sobrevivencia del 100% y el
tamafio del tumor presenté un promedio de 1.0 mm? de area, mientras que a los 20
dias hubo una sobrevivencia del 50% y la masa tumoral presentd un promedio de
3.8mm? de &rea aproximadamente. A los 30 dias se observé una sobrevivencia de 25%
aproximadamente y el tamafio del tumor tenia un promedio de 5.8 mm? de &rea.
Finalmente a los 40 dias hubo una sobrevivencia del 0% observandose un promedio de
6.5 mm? de area del tumor (ver Figura 14). De los ratones que presentaron tumores el
1% desarrollo metastasis al dia 37 de desarrollo tumoral.
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Figura 14. Sobrevida de ratones con tumores. Los tumores fueron inducidos por la inoculacién de 5x10*
células B16F0 en ratones C57BI/6. El promedio de animales vivos fue registrado cada dos dias después
del inicio del desarrollo de tumores. Cada punto representa la media de 10 ratones. De los ratones que

presentaron tumores el 1% desarrollo metéastasis al dia 37 de desarrollo tumoral.

De lo anterior podemos concluir que la inyeccion de 5X104 células B16FO es
suficiente para generar tumores en ratones C57BI/6. Por otro lado, el crecimiento
tumoral se desarrollo de la siguiente manera: A los 10 dias de crecimiento tumoral se
observaron masas tumorales de 1.0mm2 de é&rea en promedio y habdé una
sobrevivencia del 100%. El crecimiento fue proporcional al tiempo. Después de los 40
dias ningun animal sobrevive y mostraron masas tumorales mayores a 6.5mm2 de
area, por lo que el tiempo ideal para el tratamiento de las masas tumorales con los
plasmidos construidos serd en el 10 dia o cuando el tumor tiene un promedio de

1.0mm2 de area.

Tratamiento de tumores con los plasmidos pDISVP1, pDISVP2 o

pDISVPA4.
Con el fin de conocer el efecto del tratamiento sobre el crecimiento tumoral,

cuando los tumores de los ratones, inmunizados y no inmunizados, alcanzaron un area

de 0.8 -1.2mm? fueron sometidos al tratamiento con los plasmidos.
En la figura 15 se aprecia que ninguno de los tratamientos con los plasmidos

afect6 el desarrollo tumoral, presentando un crecimiento semejante al observado en los

tumores no tratados.
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Figura 15. Tratamiento de tumores de ratones con los plasmidos. A) Ratones inmunizados y tratados con
pDISVP1+pDISVP4. B) Ratones inmunizados y tratados con pDISVP1+pDISVP2+ pDISVP4. C) Ratones
inmunizados y no tratados. D) Ratones no inmunizados y tratados con pDISVP1 +pDISVP4. E) Ratones
no inmunizados y tratados con pDISVP1+pDISVP2+ pDISVP4. F) Ratones no inmunizados y no tratados.
El crecimiento tumoral fue registrado a los tiempos indicados. Cada punto representa la media de 10

ratones.

Los resultados obtenidos indican que la administracion directa de los plasmidos
en las masas tumorales no produce algun efecto detectable en su crecimiento. Esto
podria deberse a varios factores, entre ellos una baja eficiencia de transfeccion, un
nivel bajo en la expresion de los antigenos, o bien a que los ratones vacunados no
hubieran desarrollado una respuesta inmune que les permitiera reaccionar contra las
células transfectadas. Para explorar estas posibilidades se realizaron los experimentos

gue a continuacién se detallan.

Con la finalidad de determinar la eficiencia de la transfeccion in vivo, se
inocularon los plasmidos directamente en masas tumorales de ratones. Un total de 64
tumores fueron inoculados con los pladsmidos pDISVP1 y pDISVP4 o con pDISVP1,
pDISVP2 y pDISVP4. La presencia de los diferentes plasmidos fue estudiada por PCR,

Los resultados del analisis se describen en la tabla 1.
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Tabla 1. Andlisis comparativo del tratamiento de tumores.

SECUENCIA PLASMIDOS ADMINISTRADOS EFICIENCIA DE
GENICA TRANSFECCION
pDISVP1+pDISVP4*  pDISVP1+pDISVP2+pDISVP4® (%)
(No. Tumores positivos)  (No. Tumores positivos)
VP1 2 1 4.6
VP2 0 0 0.0
VP4 1 1 3.1

*'Un total de 34 tumores fueron tratados con pDISVP1+pDISVP4. © un total de 30 tumores fueron
tratados con pDISVP1+pDISVP2+pDISVP4.

La secuencia que codifica VP1 fue amplificada en 3 muestras, lo cual
corresponde a una eficiencia de transfeccion de 4.6%. Por otro lado, la secuencia VP2
no pudo ser amplificada en ninguna de las muestras. Finalmente la secuencia VP4 fue

amplificada en 2 muestras, por lo que tuvo una eficiencia de transfeccién de 3.1%.

Los resultados anteriores parecen indicar que la administracién directa de los
plasmidos en los tumores tiene un nivel de transfeccion muy bajo, lo cual impactaria
negativamente en la expresion de los antigenos. Por lo tanto con la finalidad de
determinar el nivel de expresion de los antigenos in vivo, se obtuvieron biopsias de las
masas tumorales transfectadas con los plasmidos y se procesaron para la obtencion de
proteinas totales. La presencia de las proteinas VP1, VP2 Y VP4 fue estudiada por

Western blot (ver figura 16).
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FIGURA 16. Western blot de protéinas totales de tumores tratados con los plasmidos pDISVP1,
pDISVP2 y pDISVPA4. Las proteinas fueron detectadas con el anticuerpo monoclonal anti-virus de la polio
(Chemicon). Carriles: 1.- Marcador de Peso Molecular; 2.- proteinas totales de tumor no tratado; 3.-
proteinas totales de tumor tratado con pDISVP1, pDISVP2 y pDISVP4; 4.- proteinas totales de
tumor tratado con pDISVP1, pDISVP2 y pDISVP4.

En la figura 16 se observa el mismo patrén de bandeo en los extractos proteicos
de los diferentes tratamientos y ninguna corresponde a las bandas esperadas de las
proteinas virales. Este resultado indica que no fue posible detectar las proteinas virales

en las células tumorales transfectadas in vivo.

Nuestro resultados parecen indicar una transfeccion deficiente, y por lo tanto la
falta de expresion de los antigenos virales, pueden ser la causa de la ausencia de
respuesta al tratamiento con los plasmidos. Sin embargo, para descartar que dicho
fendmeno se deba a que la inmunizacién inicial no haya inducido una respuesta
inmune primaria, se estudid la presencia de anticuerpos anti-polio y su capacidad
neutralizante en el suero de ratones inmunizados con la vacuna oral Sabin.

Para determinar la presencia de anticuerpos sistémicos, los sueros de los
ratones fueron analizados en un ensayo de deteccidn especifica de particulas virales
en células Hela infectadas con virus de la polio (tipos 1, 2 y 3). Dicho ensayo es una
inmunocitoquimica en la que los diferentes sueros a analizar son usados como

anticuerpo primario. Su reactividad es comparada con la de un anticuerpo monoclonal
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comercial como control positivo, y con sueros de ratones no inmunizados como control

negativo.

A) B)

D) E)

Figura 17. Andlisis de la presencia de anticuerpos por inmunocitoquimica (100x). A) control negativo,
células HelLa no infectadas. B) Control positivo, células infectadas en presencia del anticuerpo comercial
anti-polio C) células infectadas incubadas con sueros de ratones no vacunados D) células infectadas
incubadas con sueros de ratones vacunados con 2 dosis de la vacuna anti-polio E) células infectadas en
presencia de sueros de ratones vacunados con 3 dosis de la vacuna anti-polio.

Como se observa en la Figura 17, los anticuerpos presentes en los sueros de
ratones inmunizados no reaccionan con células HelLa control no infectadas (A),
mientras que claramente reaccionan con células infectadas mostrando una tincién
citoplasmatica de las células, el cual es similar al observado cuando se utiliz6 el
anticuerpo comercial (B), mientras que los sueros de ratones no vacunados no
reaccionan con las células infectadas (C). A pesar de que los sueros de ratones
vacunados reaccionan a células infectadas, la tincion observada al utilizar suero de
ratones inmunizados con 2 dosis de la vacuna anti-polio es muy escasa comparada con
la observada al utilizar el suero de ratones inmunizados con 3 dosis, lo cual indica que
la vacunacion en ratones contra la polio induce una respuesta inmune mediada por
anticuerpos contra el virus.

Para poder determinar la capacidad neutralizante de los anticuerpos de ratones
inmunizados, se llevd a cabo un ensayo de inhibiciébn de la infeccién. Para ello se
incubaron los sueros de los ratones inmunizados y no inmunizados con virus de la polio

y posteriormente se utilizaron células HelLa para infectar.
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Figura 18. Ensayo de Inhibicion de la infeccién por virus de la polio en células HelLa. 50ul de virus en
cultivo fueron incubados por 24h con sueros de ratones inmunizados y no inmunizados. Estos virus
fueron usados para infectar monocapas de células HelLa. El nimero de células vivas se registré 24h

después. V representa sueros de ratones inmunizados. NV representa suero de ratones no inmunizados.

Como se observa en la figura 18, los anticuerpos del suero del ratén inmunizado
son capaces de neutralizar parcialmente al virus de la polio al inhibir la infeccion de las
células HelLa ya que evito la muerte de 24% de las células, en comparacion con el
suero del ratdon no inmunizado donde no se observa inhibicion alguna (mueren todas
las células), corroborando que los ratones no inmunizados no presentan anticuerpos
contra el poliovirus. Todo esto indica que la inmunizacién con la vacuna Sabin induce
una respuesta inmune, por lo que la falta de respuesta al tratamiento con los pladsmidos
se debe probablemente a la ausencia de expresién de los antigenos en las células

tumorales.
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DISCUSION

En el presente proyecto se propuso estudiar la posibilidad de dirigir una
respuesta de memoria en contra de células tumorales a través de su transfeccion con
plasmidos que expresan las proteinas de la cépside del virus de la poliomielitis
humana. Sin embargo esto no pudo ser posible dado que no hubo una transfeccion
exitosa que pudiera inducir una respuesta inmune.

Con esta finalidad se clonaron los genes que codifican para las proteinas VP1,
VP2, y VP4 en el vector pDISPLAY, el cual posee sefiales para el transporte a la
membrana y anclaje en la misma de la proteina de interés. Una vez inducidos los
tumores en los ratones se realizd el tratamiento de los mismos con los plasmidos
construidos (pDISVP1 y pDISVP2 y pDISVP4), los resultados de la medicion de la
masa tumoral indicaron que ningun tratamiento tuvo efecto en el crecimiento tumoral. El
cambio de vector se debe a que pDISPLAY es un vector diseflado especificamente
para ser usado en la inyeccion directa de ADN, ya que presenta expresion constitutiva
de alto nivel en mamiferos. Existen reportes que demuestran la utilidad de este como
vector de expresion en diversos tipos de vacuna génicas (Forns, 1999; Tobiasch,
2001; Chen, 2002; Puttikhunt, 2003; Yang 2007). Estos resultados podrian deberse a
varios factores, entre ellos una baja eficiencia de transfeccion, un nivel bajo en la
expresion de los antigenos, o bien a que los ratones inmunizados contra la polio no
hubieran desarrollado una respuesta inmune que les permitiera reaccionar contra las
células transfectadas. Con respecto al nivel de transfeccion del gen VP1, fue de 4.6%,
el del gen VP2 fue de 0% y del gen VP4 fue de 3.1%, lo que indica que el nivel de
transfeccion es bajo. Este fendémeno tendria una incidencia directa sobre la
disponibilidad de antigenos, la cual seria sumamente baja y afectaria el desarrollo de
una respuesta inmune anti-tumoral.

Dado que la eficiencia de transfeccion fue baja, se esperaria un nivel
igualmente bajo de expresion de los antigenos virales en las células tumorales. Sin
embargo, el andlisis por Western blot de extractos de proteina total de las células
tumorales no nos permiti6 detectar la presencia clara de proteinas virales. La
incapacidad de detectar la expresion de las proteinas se podria deber a las siguientes
posibilidades: a la ausencia de expresion de las proteinas virales, a la incapacidad de
los métodos utilizados para detectar las proteinas virales, a la rapida degradacion de

las proteinas virales o al secuestro de las proteinas virales en granulos densos.
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La degradacion rapida de las proteinas virales es probable ya que las proteinas
de la capside del virus de la polio son sumamente inestables cuando no se ensamblan
entre si para formar cdpsides. En nuestro modelo sélo se incluyeron plasmidos para la
expresion de tres proteinas de la capside. Por lo tanto, la no deteccion de las proteinas
virales se debe a la ineficiente transfeccidon mas que a la degradacion de las proteinas.
Pero existe la posibilidad de que las pocas proteinas sean expresadas, pero que se
doblen de manera inadecuada y sean secuestradas en granulos densos para su
posterior degradacién. Lo anterior es un evento probable ya que las proteinas de la
capside también son inestables debido a la falta de modificaciones post-traduccionales
(Ansardi, 1992; Howley, 2001). Esta posible explicacién concuerda con trabajos donde
las proteinas virales de virus polio no estan libres en el citoplasma y son degradadas
(Bruneau, 1983). Sin embargo, también existen trabajos donde utilizan las proteinas
VP1, VP2, VP3 y VP4 para inmunizar ratones y no mencionan degradacion alguna
(Kutubuddin, 1992,; Kutubuddin, 1992y).

En este trabajo se demostré que la inmunizacion de ratones recién destetados
con la vacuna oral anti-poliomielitica induce anticuerpos contra el virus de la polio y que
estos son capaces de neutralizar al virus. Estos datos coinciden con diversos estudios
que han demostrado que la vacunacion en humanos con la vacuna oral Sabin induce
anticuerpos (Minor, 1996; Evans, 1991). Existen pocos estudios sobre la inmunizacion
en ratones con poliovirus (Katrak, 1991), pero hay varios estudios que utilizan ratones
transgénicos, los cuales expresan el receptor de poliovirus humano y presentan una
respuesta inmune (Koike, 1991; Horie, 1994). La presencia de anticuerpos
neutralizantes en el suero de los ratones vacunados sugiere que en estos se desarrollo
una respuesta inmune mediada por la vacuna. Sin embargo la existencia de una
respuesta humoral no garantiza que también se haya desarrollado una respuesta de
tipo celular, la cual seria indispensable para la eliminacion de células tumorales. Para
investigar mas a fondo lo anterior sera necesario estudiar la respuesta celular en los
ratones vacunados, definiendo el tipo de poblacion linfocitica activada, el perfil de
citocinas secretado por los linfocitos cooperadores y el potencial reactivo de los
linfocitos citotdxicos.

La respuesta contra poliovirus en los ratones es muy baja, dado la poca
deteccion de anticuerpos, probablemente esto se deba a que este animal no es
susceptible a la infeccion con este virus (Horie, 1994; Destombes, 1997; Mahon, 1995),

lo que contribuya a la poca respuesta. La infeccion sélo se induce en ratones
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transgénicos para el receptor del poliovirus (Ren, 1992; Koike, 1991; Horie, 1994). Hay
pocos estudios que demuestran que la sola vacunaciéon con poliovirus induce una
respuesta pero gracias al uso del adyuvante aluminio (Katrak, 1991) y no estd dada
por el corto tiempo en que se realizo la colecta de los sueros en este trabajo (10 dias
después de cada inmunizacion). Ya que estudios en humanos, que son el huésped
natural del poliovirus, la presencia de anticuerpos se obtiene en pocos dias después de
la inmunizacion con la vacuna oral. Por ejemplo, la respuesta inmune inducida es muy
alta como se ve en los trabajos siguientes: en un estudio, donde analizan la respuesta
en neonatos e infantes hacia la vacuna oral contra poliomielitis, observan que la
inmunizacion (aplicando 3 dosis con intervalos de 4 semanas) en neonatos de 1- 6
semanas hasta 24 meses de edad, obteniendo los sueros 4y 12 semanas después de
la ultima inmunizacién, inducen niveles de anticuerpos altos que oscilan entre 53 y 83
% para los tres tipos de virus (John, 1984). En otro estudio, analizaron la
inmunogenicidad de la vacuna oral contra poliovirus en infantes de 9 meses de edad,
observan que la inmunizacion con 5 dosis de la vacuna trivalente desarrollaron altos
niveles de anticuerpos, variaban de 88 al 98%, en sueros obtenidos a los 7 y 30 dias
después de la inmunizacién y que una sexta inmunizacion con OPV no modificaba
estos niveles pero si se inmunizaba con la vacuna de poliovirus inactivados si
aumentaban (Sutter, 2000). Otro estudio donde analizaron la prevalencia de
anticuerpos en la poblacion del norte de Grecia, después del esquema de vacunacion
(4 dosis a los 2, 4, 6 y 18 meses con refuerzo a los 4 y 6 afios), encontraron que los
niveles de anticuerpos se encontraban entre 83.1 y 92.1 % contra los tres tipos de
virus, evaluada en personas (hombres y mujeres) de entre 3 meses hasta 70 afios de
edad, y que estos niveles permanecen estables en individuos de més de 50 afios
(Frantzidou, 2005)

A pesar de que ya existen vacunas de ADN en el mercado se debe tener cierta
precaucion al ser utilizada con respecto a su seguridad. Desde luego, grupos
internacionales reguladores han cuestionado recientemente la seguridad de ciertas
construcciones de ADN existentes y sus sistemas de produccién (European Medicines
Agency, 2003). Mientras el principal enfoque de la busqueda realizada fue enfocado en
su funcionalidad y mecanismos inmunoldgicos, también debe trabajarse en el aspecto
de su seguridad. Cierta seguridad debe ser considerada para una apropiada eleccién
de los elementos genéticos, de su produccion en el huésped microbiano y de las

condiciones de manufactura (Glenting, 2005). Las regiones de replicacion contenidas
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en los plasmidos permiten el mantenimiento de multiples copias por célula hospedera y
una estable herencia del plasmido durante el crecimiento bacterial sin embargo la
expresion incontrolada del gen puede inducir tolerancia inmunoldgica. Ademas la
persistencia y la propagacion incrementada del plasmido pueden dirigir a la transmision
a la linea germinal como resultado de la transfeccion de células espermaticas y
ovocitos (European Medicines Agency, 2003; Gallot, 2002).

Por otro lado la mayoria de los plasmidos cuentan con resistencia a antibiéticos,
pero estos plasmidos podrian transformar la microflora y propagar la resistencia.
(European Comisién, 2001; European Food Safety Autority, 2004; European Medicines
Agency, 2003; Martinez, 2002; US Food and Drug Administration, 2004) Ya existen
algunos sistemas que excluyen a los antibiéticos (Cranenburgh, 2001; Madsen, 1996;
Glenting, 2002). Otras son las secuencias de ADN especificas o los patrones de
metilacibn que pueden inducir anticuerpos anti-ADN y dirigir a enfermedades
sistémicas autoinmunes (Pisetsky, 2001; Gilkeson, 1989). Y ya existen estrategias
para minimizar este efecto como son la omisién del esqueleto procarionte (Darquet,
1997) o el uso de esqueleto plasmidico derivado de ADN bacterial de Lactococcus
lactis (Glenting, 2002). Las regiones promotoras o enhancers provenientes de virus
también representan un peligro pues algunas poblaciones ya han estado en contacto
con estos virus y podrian causarles eventos de recombinacion formando nuevas
quimeras (Nacional Center for Infectious Diseases
[http://mwww.cdc.gov/ncidod/diseases/cmv.htm]).

En este trabajo se quiso analizar si se induciria una respuesta contra proteinas
virales expresadas en células tumorales a través de la transfeccion directa in vivo, que
se sabe serian reconocidas por el sistema inmune que ya tuvo un primer encuentro con
estos antigenos, sin embargo esto no fue asi, dado a la baja eficiencia de transfeccion
gue en si esta técnica tiene. Esto concuerda con trabajos donde reportan que
solamente el 1-2% del plasmido inoculado sin vehiculo es incorporado en las células
(Davis, 1993,; Davis, 1993y) y con otros estudios, los cuales demuestran que se pierde
gran parte del ADN desnudo al ser inoculado (Walther, 2005; Walther, 2006) y con una
revision que subraya que el principal problema de este tipo de metodologia es
conseguir que todas las células tumorales se encuentren transfectadas por estos
vectores. Esto podria deberse a que la mayoria del ADN no puede atravesar barreras
celulares como la membrana plasmética o la membrana nuclear (Tachibana, 2001;

Munkonge, 2003), y es entonces degradado (Manthorpe, 1993; Kawase, 2003). Y en si
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lo que se tratd de analizar fue el efecto “bystander”, en el cual la expresién del producto
afecta a las células cercanas al sitio de inyeccién del plasmido en cuestion o por el
dafo causado en si por la inyeccién, este efecto se ha observo primero cuando una
variedad de infecciones bacteriales en algunos pacientes con cancer dirigia a la
regresion de sus tumores, luego Coley y colaboradores usaron una mezcla de toxinas
bacterianas en un intento para inducir regresiones tumores (Coley, 1981; Coley 1893).
Aunque la respuesta inmune inducida por los productos bacterianos también dirige a la
estimulaciéon de los componentes activos biolégicamente hacia alrededor del antigeno
que resulta en el dafio hacia células en el area. Y tal dafio del tejido es la base para la
reaccion de hipersensibilidad especifica de antigeno. Esto es facil de realizar si las
células, microorganismos, células normes y tumores, restan presentes en la cercania
de tal reaccion, estos podrian ser dafiados, como miradores inocentes, cerca de la
respuesta inmune especifica de antigeno. Klein y colaboradores produjeron una
reaccion de hipersensibilidad intensa retardada aplicando potentes sensibilizadores de
contacto (dinitroclorobenceno) en varios tumores de piel (Klein, 1976). Otros
sensibilizadores de contacto usados son Bacillus Calmette Guerin (Ikonspisov, 1972;
McKeneally, 1976; Everall, 1975). Existen otros trabajos donde se busca este tipo de
respuesta; por ejemplo, la expresion del gene de timidita cinasa del virus del herpes
simple (Sun, 2002), inhibidores de metaloproteinasas (Tran, 2003), la expresion de la
oxido nitrico reductasa Il (Soler, 2000), la expresion de una glicoproteina de membrana
fusogénica mutante del virus de leucemia del gibbon (Zhang, 2004).

Y por ello sélo es necesario aumentar el nivel de transfeccion para producir una
transfeccion in vivo en la mayoria o en todas las células tumorales. Para llevar lo
anterior existen diversas propuestas que involucran la transferencia genética para
activar la respuesta antitumoral (Larin, 2004), y que proponen la utilizacién de otras
formas de liberacion o transferencia genética que aumenten la eficiencia de la
transfeccion a través de la fractura transitoria de la membrana plasmatica, lo cual
facilita la entrada del ADN, puede ser llevado a cabo por bombardeo de particulas,
electroporacion o sonicacion.

El bombardeo de particulas es también conocido como “gene gun”, es llevada
por un shock de ondas de gas Helio comprimido, que aceleran particulas de oro o
tungsteno cargadas de ADN de varios tamafios (1-5um) a una gran velocidad (Cheng,
1993; Williams, 1991). EI ADN que puede ser cargado va de 0.5 a 5um por mg de oro.

Esta fuerza es suficiente para penetrar barreras fisicas, tales como paredes celulares,
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membranas celulares y estrato corneo de la epidermis de mamiferos (Yang, 1999). La
principal ventaja de esta técnica es que no requiere del uso de sistema de liberacion
complejos. No esta restringida al tipo celular o limitada por el tamafio del ADN que
puede ser transferido, no hay riesgo de inmuniogenicidad o toxicidad y el plasmido
puede ser reintroducido en las células cuantas veces sea necesario, otra ventaja es
gue podria liberarse multiples genes en diferentes plasmidos. Se sabe aumenta la
eficiencia de transfeccion asi como la respuesta celular y humoral en tumores (Hahn,
2004; Oliveira, 1999; Tang, 1992; Fynan, 1993). Pero la respuesta inmune que
prevalece es Th2. Varios laboratorios han mostrado que la transfeccion por gene gun
de piel en ratones (Larsen, 1998) puede inducir respuesta inmune celular. La expresion
puede ser mantenida arriba de un mes durante el cual células T CD8 son reclutadas
(Johnson-Saliba, 2001) .Pruebas clinicas humanas estan iniciadas con vacunas contra
cancer y varios tipos de linfomas (Weiner, 1999). La técnica “gene gun” es aplicada
externamente y las particulas entran a través de la epidermis y pocas capas
intradermales (Tanigawa. 2000), pero también se ha reportado en corazén (Nishizaki,
2000), higado (Kuriyama, 2000) y cornea (Tanelian, 1997). Sin embargo su alto costo
hace dificil de emplear cominmente esta técnica. Otra desventaja es que la cantidad
de ADN que puede ser cargada en las particulas es limitada.

La electroporacion media la entrada del gene por la disrupcion transitoria de los
lipidos de la membrana (Teissie, 1981). Los electrodos son puestos en el tejido de
interés seguida de aplicacion de un campo eléctrico externo dirigido para incrementar
la conductividad de la membrana y la permeabilidad difusiva (Neumann, 1982),
depende mucho del numero, intensidad y duracion de los pulsos eléctricos (Rols,
1990). Este método se ha utilizado en tumores, cerebro, piel, corazén (Cemazar, 2004;
Djurovic, 2004; Goto, 2004; Ho, 2004; Luo, 2004; Maruyama, 2004; Otani, 2004). La
electroporacion es localizada, es decir solo una parte de la membrana es competente
para la transferencia genética (Wolf, 1994). La electroporacion dirige una respuesta
antitumoral con dafio transitorio en la piel (Maruyama, 2004; Goto, 2004; Goto, 2000;
Li, 2002; Tamura, 2003). Puede ser aplicada in vitro a varios tipos celulares, en
suspension o en monocapas, pueden ser permeabilizadas todas (Rols, 1992). In vivo
puede llevarse en pero intacto, el tejido o in situ aplicando los electrodos directamente
en el tejido blanco (Maramatsu, 1998). Esta técnica podria favorecer la entrada del
plasmido a células no blanco, por “efecto espectador”. Generalmente, la mayoria de los

reportes muestra diferencias de 10 a 1000 veces entre la inyeccion directa de DNA y la
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electroporacion y en muchos casos, una amplia distribucion de células transfectadas es
lograda.

La sonicacién media la transferencia genética in vitro e in vivo pero causa dafio
al tejido, inflamacion y necrosis (Miller, 2002; Nozaki, 2003; Teupe, 2002; Tomita, 1992;
Wasan, 1996). Esta técnica usa sonido de alta energia para romper la arquitectura del
tejido y la integridad de la membrana celular. Especificamente, el ultrasonido causa
dafio reversible a la membrana celular, dirigiendo a un incremento transitorio de la
porosidad de la membrana el cual facilita la entrada de grandes moléculas tales como
el ADN plasmidico (Bao, 1998; Tachibana, 1999; Taniyama, 2002). Esta técnica media
la transferencia genética in vitro e in vivo, pero causa dafio de tejido, inflamacion y
necrosis (Miller, 2002; Nozaki, 2003; Teupe, 2002; Tomita, 1992; Wasan, 1996), Lo que
ayuda a la destruccion del tumor (Miller, 2002). Sin embargo reportes demuestran que
solo aumenta 15 veces la expresion del gene reportero en células de melanoma de
ratén (Bao, 1998).

También puede usarse vectores quimicos que median la entrada genética por
fusion a la membrana o por endocitosis mediada por receptor, no tienen los efectos de
los métodos fisicos, sin embargo depende del tipo de conjugado usado y el método de
administracion pero son efectivos y de toxicidad baja (Nishikawa, 2001). Los vectores
guimicos se dividen en lipoplejos (basados en lipidos) y poliplejos (constituidos de
polimeros organicos). Dentro de los primeros estan los derivados del colesterol y
diacilglicerol y poliaminas, son tolerados, facil de producir y de bajo costo. Los
poliplejos incluyen poli-L-lisina, orniteina, polietilenimina, chitosan y dendrimero (Liu,
2002; Kircheis, 1997). Sin embargo ambos exhiben toxicidad, especialmente cuando
son administrados intravenosamente que puede ser reducida adicionando
componentes hidrofilicos. (Mahato, 2005; Nishikawa, 2001; Ogris, 1999). Aunado a
esto, también se puede modificar el vector para que pueda atravesar mas facilmente
las barreras que limitan su entrada (proteinas del plasma, células sanguineas, matriz
extracelular, membranas celulares y nucleares) (Lechardeur, 2002; Azevedo, 1999;
Ohlfest, 2005; Ogris, 2002). Sin embargo, estos aunque aumentan el nivel de
transfeccion se sabe que al estar asociados al ADN inhiben la entrada al nucleo.

Otra forma de aumentar la transfeccion in vivo y hacerla mas especifica, células
de melanoma, a través de la introduccion de secuencias especificas de tejido como lo
son Piel 17/gp 100, MART- 1/mela-A (Kawakami, 1995; Kawakami, 1994; Boon, 1996),
MAGE-3 (Marchand, 1999). Pg75 de melanoma murino (Hirschowitz, 1998) o la
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utilizacion de NLS secuencias de localizacion nuclear para el importe nuclear del
plasmido de ADN una vez inyectado al citoplasma aumentando la eficiencia de
expresion del producto; por ejemplo utilizando factores transcripcionales como GAL4
(Chan, 1998), proteina Rev del VHI-1 (Henderson, 1997), histonas (Jonson-Saliba,
2000) entre otras.

Por lo anterior, la técnica a utilizar para inducir una mayor transfeccién in vivo
sera la electroporacion pues las propiedades histoldégicas de tumores de B16F1
permiten una mejor transfeccién utilizando esta técnica (Mesojednik, 2007). Ademas,
esta técnica ya se ha probado en melanomas de ratén demostrando que la expresion
del gene reportero aumento 42 veces asi como la presencia de regresiones completas,
esto fue dado por la apoptosis causada en si por la transfeccién sin la necesidad de la
expresion de ADN (Heller, 2002; Zhang, 1996), en células de melanoma (Rols, 1998).
Otro estudio demostro que la utilizacion de esta técnica en la inyeccion de DNA junto
con un inhibidor de nucleasas aumenta la expresion 115 veces y se distribuye en el
sitio de infeccion, lo que la hace de accién limitada a la epidermis (Glasspool-Malone,
2000; Zhang, 2002), y que la piel es el tejido principalmente transfectado por esta
técnica, donde adipositos, fibroblastos, células que parecen células dendriticas dentro
de la dermis y tejido subdermal son transfectados (Glasspool-Malone, 2000).

Con respecto a la sonoporacion, aunque ofrece mayores ventajas, un estudio
reportd que el uso de esta técnica solo aumenta 15 veces la expresion del gene

reportero en células de melanoma (Bao, 1998), por lo que no seria ideal elegirla.

59



CONCLUSIONES

1)

2)

3)

4)

5)

6)

El tratamiento de tumores in vivo con los plasmidos pDISVP1, pDISVP2 y pDISVP4
separados y en combinaciéon no induce un efecto inhibitorio en el crecimiento
tumoral.

El nivel de transfeccién in vivo de masas tumorales con ADN desnudo es bajo (0-
4.6%).

La expresion de las proteinas del virus de la polio no se detectd en los tumores
tratados in vivo.

Los ratones inmunizados con la vacuna oral anti-poliomielitica son capaces de
desarrollar anticuerpos a nivel sistémico a partir de la segunda inmunizacion.

Los anticuerpos séricos inducidos por la inmunizacion con la vacuna oral anti-
poliomielitica son capaces de neutralizar parcialmente la infeccion por virus de la
polio en células Hela.

La inoculacion directa de los plasmidos pDISVP1, pDISVP2 y pDISVP4 desnudos
en la masa tumoral no tuvo el efecto “bystander” esperado dado la baja

transfeccion que en si tiene esta técnica.
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PERSPECTIVAS

e Tratar tumores de ratones C57BL6 con los plasmidos construidos junto con un
inhibidor de nucleasas utilizando la técnica de electroporacion o utilizar la
secuencia antigénica de cada VP’s, que sea compartida entre los tres tipos de

poliovirus y confirmar su actividad antigénica.

e Analizar la respuesta celular en ratones vacunados y definir la poblacion

linfocitica activada asi como el perfil de citocinas.
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APENDICES
APENDICE 1

Medio LB

Para preparar un litro de LB

A 950ml de agua bidestilada se le adiciono:
Triptona de caseina 10g.

Extracto de levadura 5g.

NacCl 10g.

Se agito el soluto hasta que se disolvio, se ajusto el pH a 7.0 con NaOH 10N,
posteriormente se ajustd el volumen a un litro con agua bidestilada, se esterilizd por
autoclave durante 20 minutos y se dejo enfriar. Para su posterior almacenamiento a
4°C.

Preparacion de placas de agar-Ampicilina o Kanamicina

Al medio LB se le agregd 2.5 gr. de agar bacteriolégico, para posteriormente
esterilizarse en autoclave por 20 minutos, y se dejo enfriar a 50 °C, para agregar Ampicilina o
Kanamicina: ampicilina (50 mg/ml) o kanamicina (10mg/ml), y se vacié en cajas petri para

dejar solidificar. Las cajas se almacenaron a 4°C.

APENDICE 2
Tris-EDTA (TE)
Para preparar 100ml:
Tris-HCI 1M pH: 7.4
EDTA 0.5M pH: 8.0

Se adicion6 en 80ml de agua bidestilada 1ml de Tris-HCI pH: 7.4 para que la solucion
guedara a una concentracion de 10mM, se mantuvo en agitacion constante para
posteriormente adicionarle 20ul de EDTA 0.5M pH: 8.0, para que la solucion final
guedara a una concentraciéon 1mM, una vez llevado a cabo lo anterior se aforé y se

vacio en un recipiente.
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APENDICE 3

TBE 5x
27.25g. Tris base
13.90g. Acido borico
1.85g. EDTA
Para preparar un litro:
A 500ml de agua bidestilada se le adicionaron los reactivos, se agitd hasta
disolver, se ajusto pH a 8.0, se aforo a 1 litro y se vacio en recipientes y se guardaron a
4°C.

BROMURO DE ETIDIDO (10mg/ml)
Para preparar 100ml

Se adicion6 1g. de bromuro de etidio en 100ml de agua bidestilada, se mantuvo
en agitacion constante durante varias horas hasta que estuviera totalmente disuelto.

Posteriormente se vacio a un recipiente protegido de la luz.

APENDICE 4

BUFFER DE CARGA

0.25 % de azul de bromofenol
0.25% de xilen cianol

30% de glicerol en agua

Para preparar 10 ml

Se adiciono 25ug de Azul de bromofenol, posteriormente 25ug de xilen cianol y
finalmente 3ml de glicerol y se aforo a 10ml con agua bidestilada. Durante el tiempo de
preparacion estuvo en constante movimiento la solucion. Se vacié en un recipiente

color ambar y se almacen6 a temperatura ambiente.

APENDICE 5

TAE 1X

4.84q. Tris base 1L.

1.14ml de acido acético glacial
2ml EDTA 0.5M pH: 8.0

Se agit6 hasta disolver y se guardo a 4°C.
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APENDICE 6
PBS 1X
8g. de NaCl
0.2g. de KClI
1.44g. de Na;HPO,
0.24g. de KH,PO,
Se agito el soluto hasta que se disolvio, se ajusto el pH a 7.2 con HCI
concentrado, posteriormente se ajusto el volumen a un litro con agua bidestilada, se

esterilizé y se almacen6 a 4°C.

APENDICE 7
MTT {3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5bromuro difeniltetrazolio} 1mg/ml en PBS

Para preparar 50ml
Se adicion6 0.05g. de MTT en 50ml de PBS estéril, se mantuvo en agitacion
constante hasta que estuviera totalmente disuelto. Posteriormente se filtré en

condiciones estériles y se guardo a 4°C.

APENDICE 8

TBS 1X

Para preparar un litro de TBS:
Tris Base 6.5g.

NacCl 8.7g.

KCI 0.2g.

Se agito el soluto hasta que se disolvio, se ajusto el pH a 7.6 con HCI
concentrado, posteriormente se ajusto el volumen a un litro con agua bidestilada y se
almacené a 4°C.

Nota: Para preparar TBS-Tween al 0.05% en 100 ml se adiciona 50 pl de Tween 20
(Sigma).

APENDICE 9

Buffer de digestion
Tris-HCI  100mM
EDTA 25mM
SDS 0.5%
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NaCl 100mM
Se adicionaron los reactivos a un recipiente, se agitaron, se ajust6 el pH a 8.0
con HCI concentrado, posteriormente se ajusté a un volumen final de 100ml con agua

bidestilada, se esterilizo y se guardd a temperatura ambiente.

APENDICE 10

BUFFER DE LISIS.
Tris-HCI 10mM pH=7.4

NaCl 50mM
EDTA 5mM

Triton x-100 1%

SDS 0.05%

Se adicionaron todos los reactivos y se agitaron hasta disolver, se esterilizo la

solucion y se almacend a temperatura ambiente.

APENDICE 11

SOLUCION DE CARGA
SDS-PAGE double strength sample buffer
2g. glicerol
1g. SDS
2.5ml stacking gel buffer
150l azul de bromofenol 1%
5ml ditiotreitol (DTT) 200Mm
Se adicionaron todos los reactivos a un recipiente, se agité constantemente a

hasta disolver y se aforé a 10ml con aagua bidestilada y se guardé a 4°C.

APENDICE 12

Buffer's para preparar los geles del Western Blot
0.5M Stacking gel Buffer
12g. Tris-base
Se ajusto el pH a 6.8 con HCl y se llevd a un volumen final de 200ml con agua

bidestilada, se esterilizé y se almacend a temperatura ambiente.
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1.5M Resolving gel Buffer
9g. Tris-HCI
29.4q. tris-base
Se disolvi6 el soluto en 100ml de agua bidestilada, se ajusto el pH a 8.7 con HCI

y se afor6 a 200ml, se esterilizé y se guardo a temperatura ambiente.

Buffer’'s para correr y transferir.
SDS-PAGE Running Buffer 5X
94g. glicina
15.15q. Tris base
5g. SDS
Se adicion6 agua bidestilada para disolver, se ajusto el pH a 8.1- 8.3 y se afor6 a

5 litros y se guardo a 4°C...

SDS-PAGE Transfer Buffer 10x
10.93g. tris-HCI

90g. glicina

Se disolvi6 el soluto en 1000ml de agua bidestilada y se almaceno a 4°C.
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