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Abreviaciones

: aminodcidos.

: Acido desoxinucleico.

: Ampicilina.

: Acido ribonucleico mensajero.

: Unidad de apertura de microscopio confocal.

: Proteina BCL-2.

: Cenfro de confrol de enfermedades (del anglo Control Disease Center).
: ADN complementario.

: Sulfato de condroitina sal sodica.

: Dicloro Difenil Tricloroetano.

: N.N-Diethyl-Toluamida.

: Dietilpirocarbonato.

: Medio esencial modificado de Dulbeco y nutrientes F12 en relacion 1:1.
: Polimerasa Il dependiente de ADN.

: Subunidad A de la unidad trascripcional femprana E1de un virus.
: Acido Etilen Diamino Tetracético.

: Proteina verde fluorescente (del anglo Green Fluorescent Protein).
: Cultivo de bacterias de mds de 1 litro.

: Hematoxilina y eosina.

: Perdxido de hidrogeno.

: Solucién salina con amortiguador de HEPES.

: Células embrionarias de rindn (Human Embrionic Kidney 293).

: Indice entomolégico de infeccién.

: Kilodaltones.

: Medio Luria Bertani.

: Virus Malooney de la leucemia murina.

: 4,5-Dimethylthiazol-2-bromuro de tetrazoleo.

: Nanometros.

. pares de bases.

: Polibreno (bromuro de hexadimetrina).

: Solucién salina con amortiguador de fosfatos.

: Reacciéon en cadena de la polimerasa.

: Polimorfonucleares.

: Interleucina 2 recombinante.

: Revoluciones por minuto.

: Medio RPMI-1640.

: Transcripcién reversa.

: Reaccion en cadena de la polimerasa a partir de un producto de RT.
: Vector retroviral.

: Duodecil sulfato de sodio.

: Suero fetal bovino.

: Temperatura ambiente.

: Tratamiento combinado con artemisina.

: Unidad formadora de colonias.

: Ultravioleta.

: Virus adeno asociado.

: Vector adenoviral.

: Western Blot.
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ESTRATEGIA DE TERAPIA GENICA EN UN MODELO DE MALARIA

Infroduccion. La malaria es una de las enfermedades infecciosas mds
devastadoras de todo el mundo. Algunos estudios indican que anualmente se
presentfan mas de 1 milldn de muertes por su causa. Durante la infeccion aguda,
la activacion de la respuesta inmune vy la eliminacion del pardsito por el bazo,
constituyen los dos principales mecanismos de defensa por parte del huésped.
Sin embargo, la activacion inmunoldgica estd ligada a la apoptosis femprana
de los linfocitos, lo que compromete la respuesta inmune del huésped en los
casos de malaria, contribuyendo al desarrollo en la progresion de la
enfermedad.

En el Ultimo lustro, los progresos de la terapia génica en las diferentes dreas de
las ciencias médicas, incluyendo algunas enfermedades parasitarias, permiten
explorar nuevas estrategias terapéuticas, mediante la infroduccion de genes
codificantes para alguna proteina que permita adquirir, bloquear, restaurar o
amplificar una funcién celular, fase de ciclo o muerte celular.

En este contexto, el blogueo de la muerte celular mediada por algunas
proteinas con funcidn antiapoptdtica, tales como Bcl-2, se ha explorado en
diferentes modelos de trasplante in vivo empleando una estrategia de terapia
génica, donde se ha demostrado un cierto efecto citoprotector. Por lo anterior,
el presente tfrabajo, explora los efectos de la sobreexpresion de la proteina Bcl-2,
en ratones trasplantados con esplenocitos fransformados en un modelo murino
de malaria (infectados por Plasmodium chabaudi), se analizaron los cambios
histologicos inducidos por las células fransformadas asi como sus efectos sobre la
evolucién de la parasitemia.

Materiales y Métodos. Vectores retrovirales: Se diseRd y produjo un retrovirus
ecotropico de cassette bicistronico, que codifica para la proteina verde
fluorescente (GFP) y la de Bcl-2 (RV-GFP/Bcl-2); un segundo retfrovirus que se uso
como conftrol, permitio la expresion de la proteina GFP (RV-GFP). Ambos vectores
se empaquetaron en células HEK-293 para su produccion en gran escala, previa
transfeccion por el método de fosfato de calcio para la generaciéon de los
viriones que se usaron para fransducir los genes externos a los esplenocitos y
conferir una expresion estable.

Modelo experimental ex vivo: LOs vectores retrovirales se usaron para infectar células
de bazo y se constituyeron 3 grupos receptores de ratones singénicos CBA/Ca
fueron trasplantados con 2x107 de esplenocitos totales, los cuales fueron
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infectados con cada uno de los vectores retrovirales y con células confrol sin
infectar, constituyendo: (1) el grupo control (n=6 ratones trasplantados con
células sin fransducir); 2) grupo GFP (n=6 ratones frasplantados con células
transducidas por RV-GFP); y 3) grupo Bcl-2 (n=6 ratones trasplantados con
células fransducidas por RV-GFP-Bcl-2). Dos horas mas tarde, los fres grupos de
ratones receptores se infectaron con 5x104 eritrocitos parasitados con
Plasmodium chabaudi AS, para evaluar el efecto de los genes sobre la infeccion
del pardsito. Posteriormente, la parasitemia se evalio cada 24 horas; vy siete dias
después de la infeccidn, se analizd la histologia esplénica y la expresion de Bcl-2
a través de RT-PCR y WB para la identificacion del mensajero y la proteina
respectivamente. También se analizd la proteccion contra la apoptosis inducida
por H,O2 en esplenocitos totales aislados. Adicionalmente, la eficiencia de la
transduccion por retrovirus y la expresion de Bcl-2 y/o el gen reportero GFP, se
confirm& por microscopia de fluorescencia, RT-PCR y WB.

Resultados. Efecto de la expresion de Bcl-2 en el desarrollo de la malaria. La
parasitemia en los ratones trasplantados con esplenocitos transducidos con RV-
GFP disminuyo de manera transitoria 10 veces en el dia cinco después de la
infeccion por Plasmodium chabaudi AS, y aun mds, cuando los ratones se
trasplantaron con esplenocitos transducidos con RV-Bcl-2.

Efecto sobre la citoarquitectura del bazo. Desde el punto de vista histologico, la
arquitectura esplénica de los ratones que recibieron células fransducidas,
mostraron: 1) una conservacion de la arquitectura; y (2) una conservacion de la
relacion de la pulpa roja:pulpa blanca, en comparaciéon con los ratones del
grupo control. Adicionalmente, el efecto de citoproteccion in vivo fue mas
evidente en los bazos de aquellos animales que se frasplantaron con células
transducidas con RV-Bcl-2 y que, interesantemente, correlaciona con el
aumento de la celularidad y la aparicion de una poblacion celular en el bazo.

Conclusion. En este trabajo, se ha probado el uso de una estrategia de terapia
génica basada en la reconstitucion de ratones irradiados con células
modificadas genéficamente en un modelo experimental murino de malaria,
sobreexpresando la proteina antiapoptdtica Bcl-2. Los hallazgos encontrados
hasta el momento, permiten soportar la hipdtesis de utilizar una estrategia de
terapia génica en un modelo de malaria. Se observd: (1) una reduccion
transitoria de la parasitemia; (2) la preservacion de la arquitectura esplénica; y
(3) el aumento de la supervivencia celular in vitro, ain en condiciones de estrés
oxidativo. Aunque el diseno experimental se enfocd en probar el efecto de la
sobreexpresion de Bcl-2, el trasplante de células transducidas con el vector
retroviral vacio también resultd en un efecto protector significativo, que
adicionalmente estd acompanado por el aumento de expresion de Bcl-2
enddgeno.
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Il. ANTECEDENTES

El término malaria fiene sus origenes en el italiano medieval (mala aria, que
significa mal aire). También se le conoce como paludismo, que proviene del latin
palus y significa pantano. Esta connotacion etimoldgica ilustra la forma mas
comun de adquirir la enfermedad en el pasado, lo que ocurria habitualmente
en lugares con agua estancada propicia para la reproduccion del mosquito-
vector que transmite la enfermedad al hombre. La malaria es una enfermedad
infecciosa cuyo agente eftioldgico es un pardsito del género Plasmodium, que se
transmite a los humanos por la picadura de una mosquito hembra infectada de
la especie Anopheles (1.

Clinicamente, la enfermedad se caracteriza por fiebre progresiva, malestar
general, debilidad muscular, ictericia, hepatomegalia, esplenomegalia y anemia
severa; que en los casos mads graves afecta al sistema nervioso central
produciendo convulsiones, falla cerebral y hasta la muerte (),

II.1. La epidemiologia de la malaria.

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), cada ano se
presentan mds de 6 millones de nuevos casos y mas de un millon de muertes
debido a la malaria en todo el mundo. La enfermedad se encuentra distribuida
de manera endémica en mds de 102 paises principalmente en Africa Central,
Asia del Sur, Centro y Sudamérica, incluyendo a México (). La mayoria de las
enfermedades graves y muertes por malaria se da entre ninos y representa el
10.7% de todas las muertes en menores de cinco anos de edad.
Lamentablemente, la incidencia de la malaria no ha disminuido en la mayoria
de regiones endémicas en los Ultimos decenios e incluso, ha aumentado en
algunas zonas 3.

En México se han estadificado como zonas endémicas los estados del Sur de
ambas costas del pais. Tan sélo en el estado de Chiapas, se reportan mds de 140
mil casos por ano desde 1998 (4. 9),

Durante décadas se ha infentado erradicar la enfermedad, a fravés de medidas
de saneamiento bdsico y control del mosquito vector. Sin embargo, multiples
problemas de orden técnico, socioecondmico y politico han impedido el éxito
de los programas de erradicacion. El control del mosquito vector tampoco ha
sido eficiente, debido a que depende de variables climdticas y fendmenos
meteoroldgicos (3. 4.6),

L
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Oftros factores importantes relacionados con la persistencia de la malaria son la
resistencia que desarrollan los mosquitos a los insecticidas, adicional a la del
pardsito frente a los fdrmacos antimaldricos comiunmente empleadas para su
tratamiento (7. 8),

I.2. Distribucién geogrdfica.

La malaria se fransmite en gran parte en las zonas tropicales en el mundo,
incluyendo la mayoria del Africa subsahariana, las zonas rurales del sureste de
Asia, algunos paises de Oriente Medio, partes de Oceania, muchas dreas
tropicales de América del Sur y Centroamérica, asi como Espana. Su transmision
es mas comun en las zonas rurales sin embargo, también se presenta en las
ciudades del Africa subsahariana y en el subcontinente Indio @ ).

En las dreas no endémicas de malaria, la enfermedad se produce de forma
esporadica y se presenta principalmente en los inmigrantes que regresan de
vigje procedente de las regiones endémicas. En los Estados Unidos de

Norteamerica, se han registrado cerca de 1,500 episodios de malaria por ano (¢
10).

L
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La intensidad de la fransmision de la malaria se puede definir por la tasa de
inoculacion entomoldgica (EIR), que representa el numero de picaduras de
mosquitos infecciosos por persona y por ano. El EIR varia enormemente en todo
el mundo e incluso dentro de dreas endémicas pequenas, con una mayor
transmision cerca de los criaderos de mosquitos. En las zonas endémicas de
Ameérica y Asia, el EIR oscila en el rango de 1 a 10, pero en algunas zonas de
Africa, el EIR puede alcanzar niveles superiores a 1000 (1. La transmisiéon de la
malaria puede darse durante todo el ano y a menudo, después de los picos de
inicio de las lluvias en aquellas regiones con distintas estaciones de lluvia. En
algunas dreas, la incidencia de la malaria por P. falciparum es estacional,
mientras que la malaria por P. vivax, puede tener un periodo largo de
incubacion, y se produce durante todo el ano (3.12.13),

Il. 3. El vector de la malaria.

La malaria se fransmite por la picadura de mosquitos Anopheles hemibras
infectadas con el pardsito.

Figura 2. Fotografia de un mosquito del género Anopheles.
Tomado de Center of Diseases Control and Prevention.(Biology of Malaria)
http://www.cdc.gov/malaria/about/biology/)

Muchas de las especies de Anopheles transmiten la malaria en diferentes partes
del mundo y han variado la capacidad de transmitir la enfermedad. Enfre los
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mas eficientes como vectores del Plasmodium, se encuentran Anopheles gambiae y
Anopheles funestus en Africa y Anopheles darlingi, en la cuenca amazoénica (1.3.14),

11.4. EL ciclo de vida del Plasmodium.

El pardsito que causa la malaria tiene un ciclo de vida complejo, ya que incluye
una fase de infeccidn en los mosquitos y otra en los humanos. Durante su
alimentacién con sangre, los mosquitos infectados inyectan en el humano enfre
10 y100 esporozoitos a través de la saliva, los cuales llegan al higado e infectan a
los hepatocitos de manera asintomdtica. Después de aproximadamente una
semana, los merozoitos son liberados del higado hacia la circulacion sanguinea
para rdpidamente infectar a los eritrocitos. Esta etapa de la infeccidon es la
responsable de las manifestaciones clinicas de la enfermedad en los humanos y
se conoce como fase eritrocitica, con una duracidén de aproximadamente 48
horas para P. falciparum, P. vivax y P. ovale, y cerca de 72 horas para P.
malariae.

Durante cada ciclo, los pardsitos se desarrollan en pequenas formas de anillo 6
trofozoito. La siguiente fase denominada esquizonte, es metabdlicamente mads
activa y multinucleada.

El esquizonte, con un contenido de hasta 36 nucleos, causa la ruptura de la
membrana eritrocitica y liberd merozoitos infecciosos que invaden a otros
eritrocitos. El desarrollo de multiples rondas infraeritrociticas conduce a un grdn
nUmero de pardsitos circulantes y a la progresion de la enfermedad clinica.
Algunos pardsitos eritrocitarios también entran a la fase sexual generando
gametocitos (1%),

Cuando los gametocitos maduros son ingeridos por un mosquito, se funden para
formar un cigoto, y mds tarde se fransforman en un oocinete que atfraviesa la
pared del intestino del mosquito originando un gran nUmero de ooquistes. Las
multiples rondas de divisidon celular de los ooquistes conducen a la produccion
de miles de esporozoitos. Alrededor de mds 12 dias después de la ingestion por
mosquitos, los ooquistes migran a las gldndulas salivales, donde se vuelven
infecciosos para los seres humanos. El desarrollo del pardsito en el mosquito es
mas lento con temperaturas bajas, por lo que la transmision de la malaria en los
climas frios es limitada (14.15),

De relevancia clinica es el tiempo de la picadura de mosquito a los primeros
sinftomas de la malaria, es decir, en el lapso mds breve, tfranscurren ocho dias,
aungue puede ser mucho mas largo, en particular con especies distintas a P.

falciparum en muchos casos, el Unico sinfoma asociado es la fiebre persistente (1.
2,15,16)
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En infecciones por P. falciparum y por P. malariae, sdlo existe un ciclo en las
células del higado para producir la invasion y multiplicacion, por lo que la
infeccion desaparece del higado en menos de cuatro semanas. Por lo tanto, el
tratamiento que elimina los pardsitos eritrocitarios cura estas infecciones. En las
infecciones por P. vivax y por P. ovale, existe una etapa de infeccion latente, el
hipnozoito no es erradicado por la mayoria de las drogas y puede dar lugar a
infeccion eritrocitica posterior con enfermedad clinica después del fratamiento,
por lo que es necesaria la erradicacion de la fase hepdtica para anular esta
infeccion.

Figura 3. Ciclo de vida de los parasitos de la malaria.

ay b; representan los gametos que entran a la fase sexual al ser ingeridos por un mosquito. La fecundacién
en el tracto digestivo (C), origina un cigoto (D) que madura en un Oocisto (e) el cual asu vez que genera
esporozoitos (f) que maduran en las glandulas salivales. Los esporozoitos (g) son inyectados nuevamaente
en el humano. Los esporozoitos inyectados al torrente sanguineo alcanzan el higado (h). En el hepatocito, el
esporozoito madura vy libera merozoitos que infectan a los eritrocitos, (j). La fase intraeritrocitaria se lleva a
cabo en multiples rondas, algunos esquizontes entran a la fase sexual y se conveirten en gametocitos. Los
gametocitos pueden ser ingeridos por un mosquito e iniciar la fase sexual de replicacion.

Tomado y Adaptado de http://www.searo.who.int/en/Section10/Section21/Section340_4269.html
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Il.5. Fisiopatogénesis de la malaria. En general se consideran dos cuadros
comunes de la malaria, la fiebre paliudica y la malaria cerebral o paludismo
grave.

I.5.1. Fiebre palidica. En general, la fiebre coincide con la ruptura de los
eritfrocitos maduros por pardsitos en fase de esquizontes. La ruptura de los
eritrocitos estd acompanada por niveles elevados del factor de necrosis tumoral-
a, que junto con ofras citocinas secretadas afectan la respuesta inmune. La
liberacion de sustancias del pardsito (17. 18), asi como la ruptura de los eritrocitos
son responsables de la fiebre y otras manifestaciones generales de malaria
aguda que se caracteriza por picos febriles ciclicos y mayores a 38°C, temblor,
sudoracion, cefalea, adinamia y debilidad muscular. En muchos casos, la fiebre
persistente es la Unica manifestacion clinica. Se calcula que alrededor del 40%
de los cuadros febriles de causa no conocida, terminan con un diagndstico de
malaria (2,17, 20, 21),

I1.5.2. Paludismo grave. En las zonas altfamente endémicas, la causa mdads
frecuente de muerte por malaria es la anemia grave. En los ninos con episodios
repetidos de paludismo, las carencias nutricionales contribuyen a la anemia con
alto riesgo de insuficiencia cardiaca y la muerte. La anemia es causada por la
ruptura masiva de los eritrocitos infectados, la destruccidon de eritrocitos no
infectados y el deterioro marcado de la eritrogénesis (2. 19,20, 21, 22),

La presentacion aguda y grave de paludismo es comun en las poblaciones
endémicas no inmunes. Una caracteristica Unica para P. falciparum es su
capacidad para causar que los eritrocitos infectados se adhieran a los vasos
sanguineos. El secuestro de eritrocitos infectados dentro de los pequenos vasos
sanguineos, evita su paso por el bazo, el cual elimina los erifrocitos anormales de
la circulacion durante la infeccion (20.21),

Este secuestro también ocurre en érganos altamente vascularizados como el
cerebro, el corazén, los pulmones, el higado, los rinones, e incluso en la placenta,
originando disfuncién orgdnica y manifestaciones graves de malaria por P.
falciparum (23, E|l secuestro de los eritrocitos infectados estd mediado por la
agregacion de moléculas de superficie en la membrana eritrocitaria infectada,
las cuales forman aglomeraciones llamadas rosetas (24.25),

La proteina de membrana eritrocitaria-1 de P. falciparum (PfEMP-1) sobresale en
forma de perilla para unirse a las moléculas superficiales del endotelio de los
vasos sanguineos humanos. Los diferentes pardsitos expresan diferentes
moléculas denominadas PfEMP-1 que se adhieren a diferentes moléculas de la
superficie de las células humanas (25, De hecho, la capacidad de cambiar
continuamente la expresion vy sintesis de PfEMP-1 (alrededor de 60 codificados
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en P. falciparum), proveé una forma importante de evadir la respuesta inmune (26),
Algunas moléculas que se unen a PfEMP-1 incluyen: CD36, molécula de adhesion
infercelular-1, trombospondina, molécula de adhesion de células endoteliales,
molécula de adhesidon de plaquetas y el sulfato de condroitina A. Todos ellos se
expresan en el endotelio de los vasos sanguineos, y su expresion varia en
diferentes tejidos (24.25. 26),

11.6. Caracteristicas clinicas de la malaria.

I.6.1. Paludismo no complicado. La gran mayoria de los episodios de malaria no
complicada ocurre en poblaciones relativamente inmunes en las zonas
endémicas. Un ataque agudo suele comenzar con dolor de cabeza vy fatiga,
seguido de fiebre y sudoracion. Los pacientes pueden estar muy bien enfre los
ataques de fiebre. La fiebre es irregular, especialmente a principios de la
enfermedad, pero sin fratamiento puede llegar a ser continua con ciclos de 48
(P. vivax y P. ovale) o 72 (P. malariae) horas, sobre todo con las enfermedades no-
falciparum. El dolor de cabeza, malestar general, artralgias, mialgias, tos, dolor
tordcico, dolor abdominal, pérdida de apetito, ndusea, vomito y diarrea son
comunes. Los hallazgos fisicos pueden estar ausentes o incluir palidez, ictericia,
hepatomegalia y esplenomegalia (27). La erupcion cutdnea vy el crecimiento de
los ganglios linfaticos no son fipicos de la malaria y por tanto, cuando estdan
presentes pueden ser indicativos de ofra causa de fiebre. El paludismo grave no
responde bien en general, con una mortalidad de alrededor del 0.1% (22. 25.27),

1.6.2. Paludismo grave. La malaria severa es principalmente un resultado de
infeccion por P. falciparum, porque esta especie infecta a los eritrocitos de todas
las edades, lo que causa el secuestro de un gran nUmero de eritrocitos
infectados en los pequenos vasos sanguineos. La malaria grave por P. falciparum
puede incluir la disfuncion de cualquier érgano, incluyendo anormalidades
neuroldgicas como alteraciones de la conciencia, convulsiones reiteradas,
coma (paludismo cerebral), anemia severa, hipertension y estado de choque,
disnea alteraciones respiratorias, insuficiencia renal, hipoglucemia; funcidon
hepdtica anormal con ictericia, anomalias hemorrdgicas e infecciones
bacterianas graves. Las causas mds comunes de muerte en |los ninos son la
malaria cerebral y la anemia severa (23. 24, 25) Sin embargo, la terapia temprana
de la malaria severa es a menudo seguida de excelentes resultados
terapéuticos. Las mujeres embarazadas son particularmente vulnerables a la
malaria grave lo que trae pobres resultados principalmente durante su primer
embarazo.

I.7. Alteraciones en pruebas de laboratorio con el paludismo.

L
18 Francisco Martinez-F



Estrategia de Terapia Génica en un Modelo de Malaria

El Paludismo no complicado se manifiesta con un bajo nimero de plaguetas,
anemia, bajo o alto nuUmero de gldbulos blancos y la alteracion de la funciéon
hepdtica como: elevacion de la fosfatasa alcalina, incremento de la bilirrubina
directa e indirecta; incremento de las aminotrasferasas oxalacética y pirdvica
(TGO y TGP). La malaria severa se puede presentar con anormalidades de
laboratorio relacionada con la disfuncion de o6rganos mencionados
anteriormente (26.27.28),

11.8. Diagnéstico de la malaria.

El diagndstico de malaria se hace en base a sospecha clinica por interrogatorio
y prueba confirmatoria.

11.8.1. Sospecha clinica. La malaria es la causa mds comun de fiebre en la mayor
parte de los fropicos y en los individuos que desarrollan fiebre después de
regresar de viaje al mundo en desarrollo. En las zonas endémicas, la fiebre es a
menudo tfratada como consecuencia de malaria, aunque el fratamiento ideal
debe basarse en un diagndstico especifico de certeza.

En los paises desarrollados, todas las personas con sinftomas sugestivos, fiebre
posterior de haber vigjado a un drea endémica, se deben evaluar para malaria.
El riesgo de desarrollar malaria por P. falciparum es principalmente a los dos meses
luego de regresar de vigje. Ofras especies pueden causar la enfermedad
muchos meses después, y en ocasiones a mds de un ano después de regresar
de un drea endémica (27.28,29),

11.8.2. Pruebas de confirmacion: Incluyen exdmenes basados en frotis de sangre y
ensayos inmunoreactivos para diagndstico rapido.

a). Frotis de sangre.

Un frotis de sangre tenido con Giemsa, es la base del diagndstico. La gota
gruesa proporciona una evaluacion eficaz de grandes voliUmenes de sangre,
pero los frotis delgados son mds simples para el personal sin experiencia vy
mejores para la discriminacion de especies de pardsitos. Los frotis suelen ser
positivos en las personas infectadas, aunque la parasitemia (porcentaje de
eritrocitos infectados con pardsitos de la malaria) puede ser muy baja en una
persona no inmune. Si se sospecha de la enfermedad y la primera tincién es
negativa, la repeticion de 8 frotis a intervalos de 24 horas es adecuada (Figura
4).

b). Pruebas de diagndstico rdpido.

Un segundo método diagndstico consiste en la identificacion de proteinas del
Plasmodium circulante en formato de tira reactiva. Estas pruebas aiun no estdn
bien normalizadas, aunque son cada vez mds comunes en todo el mundo; sin
embargo, la prueba mds sencilla y barata sigue siendo el frotis de gota gruesa.
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Recientes avances en técnicas especificas para la busqueda de proteinas de
superficie usan anticuerpos fluorescentes y Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (RT-PCR) en modalidad de Tiempo Real y Multiplex (30.31),

Figura 4. Frotis de gota gruesa tenido con Giemsa.
No6tese las inclusiones intra eritrociticas de plasmodium de predominio anular.
Cortesia del Departamento de Morfologia Celular y Molecular, INR.

I1.9. Terapia farmacolégica para la malaria.

Los farmacos disponibles para fratar la malaria (Tabla 1), se clasifican
principalmente en tres grupos quimicos: 1) Alcaloides de la quinina y quinidina; 2)
Los derivados de las sulfas y sulfonas (Anfifolatos); y 3) Derivados de la
pentamidinina como la pirimetamina.

11.9.1. Mecanismo de accidn de los farmacos antimaldricos.

a). Quinina y Derivados. La mayoria son derivados alcaloides de la 4-
aminoquinolona. Su principal mecanismo de accioén es inhibir la actividad de la
polimerasa Hem y evita la conversidon de ferriprotoporfirina IX, un compuesto con
propiedades membranoliticas. Adicionalmente, interfiere con la biosintesis de
ADN/ARN, la inhibicion de proteasas de la sintesis de la hemoglobina y evita la
acidificacion infravacuolar. El fdrmaco mas representativo de esta familia es la
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cloroquina vy se clasifica actualmente como el antimdlarico mdas potente que la
quinina. Se emplea principalmente en el ataque agudo de P. vivax y P. ovale;
ademads de ser el farmaco de eleccion en la profilaxis y cura de infeccion por P.
malarie (3233, 34),

b). Sulfonamidas y sulfonas: Son compuestos sintéticos desarrollados en la
década de los 30's como los primeros antibidticos de la era moderna.
Quimicamente son derivados de la sulfanilamida (paraaminobenceno
sulfamida) constituido por un nucleo benceno conjugado a un grupo amida y
un grupo amino. Son antibidticos que también poseén actividad anfiparasitaria,
mediante la inhibicidon del Ultimo paso de la via de sintesis de folatos,
blogueando a la dihidrofolato reductasa (32),

c). Pirimetamina: Es un fGrmaco antimaldrico derivado de la pentamidina. Su
mecanismo de accidn principal es como inhibidor de la dihidrofolato reductasa
de pardsitos. Especificamente inhibe la conversion de dihidrofolato a tetrafolato
en la via de sintesis de folatos. Su espectro incluye principalmente a pardsitos del
género plasmodium y toxoplasma (32),

Sin embargo, muchos farmacos sufren de una o mds de las tres limitaciones
siguientes: 1) la disminucion de la eficacia, debido a la propagacion de
pardsitos resistentes a los farmacos, 2) la toxicidad, y 3) el alto costo, que limita su
uso en los paises en desarrollo. Es importante considerar el uso de los fdrmacos
antipalidicos sobre la base de estas indicaciones.

La quinina es la mdas antigua de las drogas antimicrobianas (32), Se utilizé para el
tratamiento de la malaria a partir del 1600, inicialmente por la administracion de
corteza de drbol de la quina, y desde 1820, como un compuesto purificado. La
quinina es téxica en bajas dosis; sin embargo su derivado mds importante es la
cloroquina, que desde 1940, es una de las principales drogas empleadas para el
tratamiento de la malaria, ya que ofrece rdpida eliminacion de pardsitos,
toxicidad minima y bajo costo. Sin embargo, la resistencia de los parasitos del
paludismo, en particular P. falciparum a la cloroquina se ha extendido a casi todo
el mundo. Esta resistencia es también comuUn con sulfadoxina-pirimetamina, un
esquema farmacoldgico de remplazo frecuente a la cloroquina (32.33, 34),

Desde el punto de vista farmacoldgico, hay un fuerte impulso para fratar el
paludismo por P. falciparum, empleando un régimen combinado para aumentar
la eficacia y disminuir la presion para la seleccion de pardsitos resistentes. En la
actualidad, las combinaciones que incluyen derivados de la artemisinina, un
compuesto extraido de la planta artemisia, ahora se incluye en el fratamiento, y
la sustitucion gradual de otfros farmacos para el fratamiento de rutina de la
malaria. La terapia estdndar para la malaria grave, sigue siendo la quining,
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administrada por via infravenosa o inframuscular. Teniendo en cuenta los
desafios de asegurar el fratamiento del paciente en los entornos con limitaciones
de infraestructura de atencion de salud, idealmente deberia ser eficaz cuando
se utiliza en casos mds breves (generalmente hasta fres dias) con una dosis
diaria.

11.9.2. El tratamiento del paludismo no complicado.

En el fratamiento de la malaria por P. falciparum, P. vivax y P. ovale, se debe
considerar incluir a la primaquina para erradicar el hipnozoito del higado para
evitar las recaidas posteriores. La combinacion de sulfas-pirimetamina, es otra
clase de fdrmacos que ofrece potente actividad, y los antifolatos, sulfadoxina-
pirimetamina (Fansidar), que inhibe la via de las enzimas dihidrofolato reductasa
y dihidropteroato sintasa, se ha utilizado como un sustituto de bajo costo para la
cloroquina. Sin embargo, la resistencia a la sulfadoxina-pirimetamina se ha

desarrollado rdpidamente después de un uso generalizado.

Farmaco Clase Indicacion
Cloroquina 4- Aminoquinolina Tratamiento y quimioprofilaxis de infeccién con pardsitos

suscepfibles.

Amodiaquina

4-Aminoquinolina

Tratamiento de infeccion con algunas cepas de
Plasmodium falciparum resistentes a cloroquina.

Piperaquina Bisquinolina Tratamiento de P. falciparum en combinacién fija con
dihidroartemisina.

Quinina Metanol quinolina Tratamiento oral de infecciones con P. falciparum
resistentes a cloroquina.
Terapia intfravenosa de infeccién grave con P. falciparum.

Quinidina Metanol quinolina Terapia infravenosa de una infeccidén grave con P.
falciparum.

Mefloquina Metanol quinolina Quimioprofilaxis y fratamiento de infecciones con P.
falciparum.

Primaquina 8-Aminoquinolina Cura radical y profilaxis terminal de infeccion con

Plasmodium vivax y Plasmodium ovale.

Pirimetamina-sulfodoxina
(Fansidar)

Combinacién de
antagonista de folatos

Tratamiento de infeccidon con algun P. falciparum
resistente a cloroquina.
Terapia preventiva intermitente

Proguanil-Atovacuona
(Malarone)

Combinaciéon antagonista
de quinona-folatos

Tratamiento y quimioprofilaxis de infeccion P. falciparum

Dapsona-Cloroproguanil
(Lapdap)

Combinaciéon  antagonista
de folatos

Tratamiento de P. falciparum multifdrmaco-resistente en
Africa.

Doxiciclina

Tetraciclina

Tratamiento (con quinina) de infecciones con P.
falciparum.
Quimioprofilaxis.

Halofantrina

Metanol fenantreno

Tratamiento de infeccidon con algunos P. falciparum
resistentes a cloroquina.

Lumefantrina

Alcohol amilico

Tratamiento de malaria por P. falciparum en combinacion
fija con artemetero (Coartem).

Tabla 1. Firmacos empleados para el tratamiento de la malaria.
Fuente: Tomado de las Bases Farmacoldgicas de la Terapéutica, Goodman y Gilman. Xl edicion,

Panamericana.
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Ofros antagonistas del dacido félico son también muy eficaces, en particular
cloro-proguanil-dapsona, que fue aprobado recientemente en algunos paises
africanos, estd menos sujeto a problemas de resistencia en Africa, y se encuentra
en estudio en combinacion con artesunato (32.33),

En los Estados Unidos, donde artemisinina y una serie de otros antimaldricos
activos por via oral no estdn disponibles, la terapia estadndar para la malaria por
P. falciparum son quinina mads doxiciclina (en ninos o mujeres embarazadas,
ademas de clindamicina), mefloquina o malarone. Las personas no inmunes con
malaria por P. falciparum son generalmente hospitalizadas, ya que la enfermedad
puede progresar rdpidamente a enfermedad grave.

11.9.3. El tfratamiento de la malaria severa.

El paludismo grave es casi siempre debido a la infeccidon por P. falciparum. El
tratamiento estadndar para la malaria severa ha sido durante muchos anos la
administracion intravenosa de quinina. En zonas con limitada infraestructura
meédica, tfambién puede ser proporcionada por la via inframuscular o rectal. La
quinina, que es muy mal tolerada, puede reducirse mediante la adicion de
doxiciclina o clindamicina, estos antibidticos son de accion lenta, pero eficaz en
combinacion. En los Estados Unidos, donde las formulaciones de la quinina
infravenosa no estan disponibles, la administracion infravenosa, de quinidina ha
sido el tratamiento estdndar para la malaria severa. Tanto la quinina vy la
quinidina administrada por via intravenosa, puede causar toxicidad significativa,
en particular, arritmias cardiacas y debe, idealmente, administrarse con
monitorizacién cardiaca (33),

Algunos estudios recientes han demostrado que las artemisinina ofrecen al
menos una eficacia equivalente a la quinina para el paludismo grave. Los
resultados con artemetero intramuscular han dado lugar a una llamada de
sustituir a la quinina con artemisinina, idealmente por via infravenosa, como la
terapia estdndar para la malaria severa (32, 34), En 2007, el artesunato por via
infravenosa se puso a disposicion de los Estados Unidos, pero sélo como droga
de investigacion.

11.10. La inmunidad contra la malaria.

La respuesta inmunoldgica humoral (anticuerpos) y mediada por células (células
T), parecen desempenar un papel, pero ha sido dificil determinar respuestas
especificas que conducen a la proteccion. Los pardsitos evaden la respuesta
inmune por el cambio de expresidon de proteinas antigénicas, en particular
PFEMP-1, ya que la profeccion contra la malaria es altfamente especifica de la
cepa B3, Por lo tanto, los ninos en dreas endémicas requieren de multiples
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infecciones, para desarrollar poco a poco una amplia inmunidad protectora.
Ademads la inmunidad es de corta duracion, por lo que es comun para las
personas que regresan a las zonas endémicas después de estancias
prolongadas en los paises no endémicos experimentar paludismo mds grave que
las que habian experimentado previamente (30), Se ha sugerido que las celulas T

de memoria sufren apoptosis y por lo tanto no se mantiene una inmunidad sdlida
(36,37),

1.L10.1. Proteccion en los ninos.

En las zonas endémicas de malaria, los recién nacidos estdn ligeramente
protegidos contra la enfermedad por la adquisicion de antficuerpos protectores
de sus madres porporcionados por la leche materna (38) y a la persistencia de la
hemoglobina fetal, que parece ser menos favorable a la infeccidn que la
hemoglobina adulta. El riesgo es mdas alto en 1os ninos de seis meses de edad. Los
ninos de dreas endémicas experimentan frecuentes episodios de malaria. Los
episodios iniciales son severos, y la gran mayoria de las muertes por paludismo se
producen en los ninos pequenos de las zonas endémicas (21), Conforme avanza
la edad se incrementa el fortalecimiento de la proteccidon contra la malaria, que
va desde la infeccion frecuente, incluyendo una enfermedad grave en los ninos
pequenos, a la infeccion asintfomdatica en ninos mayores hasta a la infeccion
poco frecuente en adultos. Las edades mdas afectadas por la malaria pueden
variar dependiendo de la endemicidad. En la mayoria de las zonas endémicas,
el pico de la enfermedad es en ninos menores de cinco anos de edad; en zonas
menos endémicas la enfermedad puede ser comun en la infancia tardia, pero
poco frecuente en adultos. Los vigjeros a zonas endémicas, que normalmente
no han tenido antes la infeccidn, se encuentran en alto riesgo de malaria grave
a cualquier edad (24.29),

11.10.2. La malaria y la genética humana.

El riesgo mortal de la malaria ha ejercido una fuerte presion evolutiva a través de
la historia de la humanidad. Se han seleccionado multiples variantes genéticas,
con la persistencia de las enfermedades genéticas graves, ya que ofrecen
proteccion contra el paludismo (39,

Esta situacion de riesgo de una enfermedad genética compensado por la
proteccion contra ofro riesgo, se conoce como un "polimorfismo equilibrado”.
Por ejemplo, la enfermedad de células falciformes, se caracteriza por el cambio
de un aminodcido en la secuencia de la hemoglobina. La forma homocigota de
la enfermedad de células falciformes (en la que ambas copias de la beta-
globina llevan la mutacion) causa discapacidad grave, pero los heterocigotos
(portadores de células falciformes, que tienen un gen mutante y uno normal de

L
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beta-globina) son generalmente saludables (40), Los heterocigotos permanecen
en riesgo de malaria, pero estdn relativamente protegidos confra la enfermedad
grave, probablemente debido a que la hemoglobina defectuosa es menos
permisiva que la hemoglobina normal para el desarrollo del pardsito en el
erifrocito. Asi, a pesar de las graves desventajas de la enfermedad de células
falciformes, la proteccion brindada a los heterocigotos permite a la
hemoglobina falciforme ser comuin en muchas zonas paludicas del mundo,
particularmente en Africa, donde la prevalencia puede ser de hasta 25% (41,
Ofras dos hemoglobinas mutantes, la C y la E, también ofrecen proteccion
contra la malaria. Las talasemias, que son debidas a la mutacion de algunos de
los genes de globina, también causan graves anomalias, pero los heterocigotos
estan relativamente protegidos contra la malaria. Ofras enfermedades
genéticas que ofrecen proteccion contra la malaria son la deficiencia en la
enzima glucosa-é-fosfato deshidrogenasa, que aumenta el estrés oxidativo y la
ovalocitosis que altera la forma de los eritrocitos.

Una caracteristica interesante en la genética humana es la deficiencia del
antigeno Duffy, una proteina eritrocitica de funcion desconocida. Los antigenos
Duffy, estdn codificados por tres alelos, es decir hay fres grupos sanguineos
diferentes: FyA, FyB y FyO (también llamado Fy-). Fy- es un alelo que no expresa
anfigeno (42), Plasmodium vivax utiliza estos anfigenos para introducirse en los
glébulos rojos, por tanto aquellos individuos con el grupo sanguineo Duffy Fy-Fy-
son totalmente inmunes puesto que no poseen antigenos en la superficie de sus
eritrocitos que pueda usar P. vivax. Fy- es muy raro en poblaciones europeas,
pero es el grupo mds comin en Africa, donde la malaria es endémica Los
individuos duffy negativos, incluidos la mayoria de los africanos, no tienen
efectos negativos evidentes de la deficiencia, pero estdn protegidos contra la
malaria vivax, debido a que P vivax, requiere del anfigeno Duffy para invadir los
eritrocitos. Esto también explica por qué la malaria vivax es muy poco comun en
Africa (3. 44),

II.11. La prevencion de la malaria.

Las medidas preventivas para la picadura de mosquito, incluyen el uso de
repelentes de insectos (lo ideal es que contengan aproximadamente el 30% de
DEET), insecticidas, ropa de manga larga y mosquiteros. La quimioprofilaxis con
farmacos antipalddicos se recomienda para todos los viajeros provenientes de
regiones no endémicas a zonas endémicas, a pesar de que los riesgos varian
mucho en diferentes lugares, y algunas dreas tropicales no entranan ningun
riesgo. Las recomendaciones especificas para vigjar a diferentes localidades
estan disponibles en los cenfros de control de enfermedades (CDC), la
Organizacion Mundial de la Salud y otras organizaciones de salud publica.
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Las recomendaciones actuales de los CDC incluyen el uso de |la cloroquina para
la guimioprofilaxis; sdlo pocas areas con pardsitos de la malaria son sensibles a la
cloroquina (principalmente el Caribe y Centroamérica, al oeste del canal de
Panamd), mefloquina o Malarone son para la mayoria de las otras zonas
paludicas y; la doxiciclina para las zonas con una alta prevalencia de P.
falciparum resistente. Regimenes de auto-tratamiento puede incluir Malarone,
quinina o artemisato. En las situaciones de mayor exposicion a P. vivax, puede ser
apropiado también administrar primaquina fras la finalizacidon del riesgo de
malaria por P vivax y P. ovale a fin de evitar recaidas posteriores y erradicar etapas
hepdticas latentes. Sin embargo, debido a que por P. falciparum no se sufre
recaida y los riesgos de recaidas de malaria son relafivamente modestos; la
profilaxis con primaquina no se utiliza habitfualmente (45. 46, 47),

I.11.1. Tratamiento preventivo intermitente.

Un componente clave de un eficaz programa de confrol de la malaria es el
suministro de una terapia eficaz; la quimioprofilaxis no es una prdctica estadndar
en poblaciones del mundo en desarrollo, debido a los gastos y la potencial
toxicidad de la terapia a largo plazo. Sin embargo, hay un creciente interés en el
tratamiento preventivo intermitente, segun la cual toda la poblacion de alto
riesgo recibe terapia anfipaltdica inactiva (sin evaluacion de infeccion activa)
en intervalos definidos. Esta estrategia puede reducir la incidencia de la malaria
sinfomdatica al tiempo que permite desarrollar inmunidad al plasmodium.

La terapia preventiva intermitente ha sido mejor estudiada con sulfadoxina-
pirimetamina, una combinacién de farmacos con accién prolongada que se
administra en una dosis Unica. Las dos poblaciones de alto riesgo mejor
estudiadas son las mujeres embarazadas y los lactantes. Durante el embarazo, la
sulfadoxina-pirimetamina una vez al dia durante el segundo y tercer frimestre ha
mejorado los resultados de mujeres embarazadas. En los lactantes, la terapia
intermitente con sulfadoxina-pirimetamina ha ofrecido beneficios, pero no se
han normalizado los horarios de dosificacion. Con el aumento de la resistencia a
la sulfadoxina-pirimetamina, no estd claro si la droga seguird ofreciendo una
prevencion eficaz o si ofros farmacos, con vidas medias mdas breves, serdn
efectivos para el fratamiento preventivo intfermitente. Sin embargo, es probable
que se utilice cada vez mdas como una estrategia clave para el control de la
malaria (47. 48),

11.11.2. El control del mosquito vector.
El confrol sanitario de la malaria es muy dificil. La transmision local de la

enfermedad se ha eliminado de algunas zonas, incluidos los Estados Unidos,
Canadd, Europa occidental y Australia, pero en otfros dmbitos, como el
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subcontinente indio, los primeros éxitos de hace algunas décadas se siguieron
por el fracaso y la incidencia de paludismo es probablemente ahora tan alta
como nunca, en la mayoria de los fropicos. Los programas incluyen el control de
mosquitos con insecticidas ecoldgicos y medidas para destruir los sitios de
reproduccion. A pesar de la gran preocupacion por las consecuencias
ecoloégicas del DDT, existe ahora un consenso general de que las fumigaciones
de DDT en interiores, que sigue siendo muy eficaz, son relativamente seguras.
Ofros insecticidas que fienen menos preocupaciones ecoldgicas, sino que son
mas caros, se ulilizan cada vez mds. Los mosquiteros, en particular las redes
tratadas con insecticidas piretroides, son cada vez mds baratos y promovidos
como un medio de proteccion antipalidica. Estudios recientes han demostrado
una significativa disminucion de la mortalidad en ninos con mosquiteros fratados
con insecticida. La distribucion de mosquiteros impregnados con insecticidas se
ha incrementado rdpidamente. Sin embargo, el costo de esta intervencion de
ya bajo costo, ha impedido hasta ahora la disposicion en la mayoria de los ninos
con mayor riesgo de malaria (49.50),

I1.12. La vacuna contra la malaria.

Una vacuna para prevenir eficazmente la malaria, seria un medio ideal para el
control de la enfermedad. No obstante la comprension de la respuesta inmune a
la malaria y la mejor manera de obtener una respuesta inmune contra ella sigue
siendo limitada; la probabilidad de una vacuna en el futuro cercano es baja. Sin
embargo, se ha avanzado en estrategias de vacunas que ofrecen proteccion a
algunas poblaciones de alto riesgo. Este enfoque no sustituye la quimioprofilaxis
para la proteccién de los vigjeros o de ofras poblaciones de alto riesgo. Las
vacunas contra la malaria en estudio incluyen la proteina-adyuvante, vector y
pardsito completo (51.52),

Las vacunas con proteina-adyuvante incluyen una o mds proteinas, o partes de
proteinas (péptidos) de pardsitos de la malaria vinculadas a un hapteno, que es
una sustancia que amplifica la respuesta inmunitaria. Estudios de protfeinas o
péptidos como posibles componentes de vacunas estdn en evaluacion (53),
Muchos expertos creén que una vacuna optima requiere componentes que se
producen en diferentes fases del ciclo de vida del pardsito. La vacuna contra el
péptido componente que ha sido mds estudiado es la proteina que recubre el
esporozoito (CSP) y en la etapa que es inyectado por los mosquitos en Ias células
hepdticas. Estudios recientes con esta vacuna, que contfiene una parte
especialmente formulada del CSP provoca una fuerte respuesta inmune con
alrededor de 30-60% de eficacia en la prevencion de la malaria e incluso una
mayor eficacia en la prevencion de la malaria severa. Las vacunas que
contienen ofros componentes, entre ellos las proteinas de los pardsitos que
infectan a las etapas de glébulos rojos y las etapas que son infecciosas para los
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mosquitos, se encuentran bajo estudio infensivo. La inclusion de componentes
erifrocitarios de enfrada puede ser necesaria para prevenir la malaria
sinftomdtica (53.54),

Un segundo enfoque en la vacuna contra el pardsito es incorporar |os
componentes en un vector viral o ADN. Este es un enfoque prometedor para las
vacunas para una serie de enfermedades, incluyendo la infeccion por el VIH y la
tuberculosis. Varias vacunas contra la malaria vinculadas a vectores virales se
encuentran actualmente en estudio (53.54),

Un fercer y nuevo enfoque para las vacunas contra la malaria es inmunizar con
pardsitos intfactos que se han atenuado (incapacitados, pero no muertos) para
prevenir la enfermedad, sin embargo, puede causar el desarrollo de una
respuesta inmunitaria protectora. Este principio se ha utilizado con éxito para
muchas vacunas virales, como los de la poliomielitis y el sarampidn. La estrategia
es desalentadora para la malaria, ya que requeriria la irradiacion de mosquitos
infectados pora la atenuacion seguida de la diseccion de un gran niumero de
esporozoitos de los mosquitos y, a continuacion, la inyeccidn en seres humanos.
A pesar de las evidentes dificultades de este enfoque, se investiga
agresivamente. Los multiples enfoques de la vacuna en estudio (5455) y el
aumento del financiamiento para las vacunas confra la malaria ofrecen la
esperanza de que las vacunas parcialmente eficaces puedan estar disponibles
en breve (tal vez de cinco a 10 anos). Sin embargo, lo mds probable es que la
espera de una vacuna eficiente serd mucho mas tiempo (55,

11.13. Aspectos moleculares de la inmunopatologia de la malaria.

La fase sanguinea de la primoinfeccion por Plasmodium en el humano, se
caracteriza por una fragilidad incrementada del bazo con esplenomegalia este
fendmeno es parte resultado resultado de la gran actividad fagocitica del
sistema reticuloendotelial. Histologicamente, el bazo presenta una exfravasacion
de erifrocitos, congestion sanguinea, edema intfersticial, cambios en la relacion
de pulpa roja y blanca, asi como depdsitos protéicos y de hemosiderina (56),

En la circulacion periférica, se observa inicialmente una linfocitosis reactiva, que
luego se transforma en una linfopenia progresiva. Esta linfopenia se atribuye a un
indice elevado de células en proceso de apoptosis, como un mecanismo de
defensa del huésped contra el pardsito (18.57),

En la malaria ocurre una activacion importante del sistemna inmune con un
incremento en la expresion del receptor soluble de IL-2 (IL-2Rs). Esta activacion
estd involucrada tanto en la eliminacion del pardsito como en la Patologia. Se
ha descrito una correlacion entre niveles elevados de IL-2Rs y una disminucion
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de la proliferacion de los linfocitos, lo que sugiere que las células se podrian estar
eliminando de la circulacion (18 58 59 También se han descrito cambios en
diferentes pardmetros de la funcidn inmune inducidos por la infeccion con
Plasmodium falciparum; estos cambios incluyen un niUmero reducido de linfocitos Ty
una disminucion de la respuesta proliferativa de linfocitos mononucleares de
sangre periférica contra antigenos de malaria, asi como cambios en niveles de
citocinas circulantes. (59, 60),

En las zonas endémicas los individuos con malaria muestran un mayor porcentaje
de linfocitos T que sufren apoptosis espontdnea que los controles sanos de la
misma edad y sexo. Ademas; las infecciones agudas y las cronicas asinfomaticas
con P. falciparum se asocian con un marcado incremento en la apoptosis de las
células T CD4+, células T CD8+, y linfocitos B. Este proceso podria estar implicado
en las alteraciones de las respuestas proliferativas de las células T en las regiones
donde la malaria es endémica (57. 58, 59),

11.13.1. La apoptosis en la malaria.

La apoptosis es un mecanismo de muerte celular involucrado en diversos
procesos fisiologicos y patolégicos. Desde el punto de vista inmunoldgico, la
apoptosis es un proceso de muerte celular programada que juega un papel
central en la regulacion del nimero de linfocitos y en la eliminacion de linfocitos
autorreactivos tanto a nivel central como a nivel periférico. Se ha demostrado
que, luego de una respuesta inmune, sélo un pequeno numero de linfocitos
sobreviven mientras que la gran mayoria muere por apoptosis, de esta manera
se preserva un sistema inmune sano y equilibrado (18),

Durante distintos procesos infecciosos, la apoptosis de los linfocitos se puede
inducir por mecanismos de control del huésped con el objetivo de eliminar a los
linfocitos que albergan al patdgeno y/o mantienen la homeostasis del sistema
inmune (€0), Es bien conocido que durante un proceso infeccioso se generan
linfocitos efectores especificos para el patdgeno; sin embargo, ciertos
microorganismos tales como virus, algunas bacterias y pardsitos pueden activar
a los linfocitos produciendo una activacion policlonal como: reactivos con el
agente infeccioso, autorreactivos o para antigenos no relacionados. Luego de
la activacion, ya sea especifica o policlonal, el sistema inmune pone en marcha
distintos mecanismos de control tratando de:

1) limitar la respuesta inmune especifica para el agente infeccioso, con el
objetivo de conftrolar procesos inflamatorios y responder en contra de
un nuevo desafio antigénico.
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2) limitar la respuesta inmune especifica para anfigenos propios, para
evitar la autoinmunidad y mantener un estado de tolerancia.

3) limitar la respuesta inmune con especificidad no relacionada con el fin
de evitar la sobrevida de linfocitos que pueden diluir los linfocitos
especificos para el agente infeccioso y retardar el surgimiento de una
respuesta protectora (59).

11.13.2. Vias de activacion de la apoptosis.

La muerte celular por apoptosis es un proceso regulado genéticamente, en el
cual intervienen moléculas efectoras y moléculas reguladoras (1. 62), Muchas de
las senales de muerte y supervivencia celular proceden del exterior a través de
receptores de superficie (via extrinseca). Otfro mecanismo de induccion de
apoptosis es la via intrinseca, que se activa ante la falta de factores de
crecimiento o puede ser inducido por una alteracion intrinseca de los
mecanismos reguladores de apoptosis. Mds recientemente se ha descrito ofra
via de estrés a fravés del reticulo endopldsmico (63, 64),

Via extrinseca. La muerte celular por apoptosis puede iniciarse mediante la
union de un ligando a un receptor especializado (receptores de muerte) en la
membrana plasmatica. Los receptores de muerte pertenecen a la familia de
genes del receptor del Factor de Necrosis Tumoral (TNFR). De ellos, el mejor
conocido es el de FasR, que se activa al unirse a su ligando (FaslL). Estos
receptores son proteinas que se expresan en muchas células del organismo vy
presentan a nivel intracelular, una secuencia citoplasmdatica denominada
dominio de muerte. Cuando el receptor de membrana se activa al unirse a su
ligando se produce una serie de alteraciones en el dominio de muerte que
conlleva a un reclutamiento de las moléculas adaptadoras que permiten la
activacion de las caspasas iniciadoras. Estas moléculas adaptadoras son TRADD
(dominio de muerte asociado al TNFR) y FADD (dominio de muerte asociado a
Fas). Ambas, Fas y TNFR normalmente estan inactivos en forma de mondmeros.
Cuando los ligandos se unen a esos receptores, los dominios de muerte se
trimerizan y pueden activar a las caspasas iniciadoras para ejecutar el programa
de muerte celular.

Las caspasas son una familia de cistein proteasas que se sintetizan como
precursores inactivos, estdn compuestos por diferentes dominios o regiones
peptidicas: un dominio amino terminal de tamano variable, una subunidad
larga, una subunidad corta y una regién de unién entre ambas subunidades. La
activacion de las caspasas supone la fase efectora de la apoptosis y se puede
producir por numerosos estimulos. Uno de ellos es la activacion de la caspasa 8
por la unidn de factores solubles (FasL y TNF) a sus receptores de membrana (¢,
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Las caspasas se clasifican en iniciadoras (caspasas 1, 2, 4, 5, 8, 9 y 10) que tienen
pro-dominios largos de 15 a 25 kd; y en efectoras (caspasas 3, 6 y 7) que tienen
pro-dominios de menos de 5 kd (63),

Ofras moléculas inductoras de las caspasas son la familia de proteinas Bcl-2 con
capacidad apoptodtica.

La via intrinseca. El ofro mecanismo de induccion del programa de apoptosis es
la via infrinseca, a partir de senales intracelulares. Esta via participa en muerte
celular inducida por deprivacidon de factores de crecimiento, radiaciones,
corticoides, etc. De la via intrinseca depende la apoptosis de las células durante
el desarrollo embrionario y la homeostasis celular en condiciones fisiologicas.
Existe una familia de proteinas esencial en la regulacion de la via infrinseca de la
apoptosis, conocida como familia de Bcl-2 (65),

Receptor es de muerte
Extrinseca
Receptores de muerte

FasL
Fas
FADD/MORT 1 L e R Intrinseca

Membrana plasmatica

CASPER — _ _ g Citosol
VFLIP — — — g Procaspasa &/120 Nicleo
wFUP

Apoplosis

Figura 5. Vias de muerte celular programada.
Esquema que ejemplifica las vias de apoptosis. FasL: ligando de Fas; FADD: dominio de muerte

asociado a Fas; RE: reticulo endoplasmdtico; cit C: citocromo C; IAP: proteina inhibidora de
apoptosis; AlF: factor inductor de apoptosis; Smac/Diablo: Segundo activador mitocondrial
derivado de caspasas (del ingles Second mitochondria-derived activator of caspases/ Direct |AP-
binding protein with low Pi).

11.113.3. La familia de proteinas BCL-2 como reguladores esenciales de la
apoptosis celular.
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La muerte celular es un proceso extraordinariamente regulado, que involucra
inferacciones entre moléculas extracelulares, vias de fransduccion de senales
intracelulares y programas residentes de suicidio y rescate (Hale et al, 1996). Se
han descrito una serie de mecanismos moleculares, que disparan su activacion o
que evitan el evento, con lo cual se han catalogado algunos mecanismos como
pro-apoptdticos (a favor de la apoptosis) y ofros anti-apoptdticos, entre los que
destacan las proteinas de la familia BCL-2 (65. 6¢),

Moléculas anti apoptdticos de la familia BCL-2

Bel2, BelX,, Bolw o D e ot
Mcl-1 —= E— L B N
A1/Bf11 - { } S

Boo/Diva, NR13 — = e
Ced- 9 (C. Efegans) = ==} — S —

Moléculas pro apoptoticos de la familia BCL-2

Multidominio
Bax, Bak, B olIVitd —_— —

Bel-X,

|

R T ey aay Sm—
Dominio BH3 solo
Bid, Bad —
—
_—

Bik/Nbk,Blk Hrk,
BimBod, Nip-3,
Nix/Bnip-3

T

E gi-1 (C. Efegans)

Figura 6. Familia de Bcl-2. Los miembros de la familia de Bcl-2 poseen hasta cuatro dominios
de estructura en hélice de homologia (denominados desde BH1 hasta BH4) que se representan
por rectdngulos. Parte de los miembros se anclan a las membranas a través de un dominio
fransmembranal (TM). Los miembros de esta familia se pueden subdividir en dos grandes grupos:

anti-apoptoéticos y pro-apoptdticos. Se observa como los primeros se caracterizan por conservar
los cuatro dominios BH. Por el contrario, los pro-apoptdticos se dividen en los que conservan la
mayoria de los dominios BH (multidominio) y los que sélo conservan el dominio BH3, junto con la
region TM . Ademds, se muestran los homodlogos en el nemdtodo C. elegans de los miembros de
la familia de Bcl-2.

La familia de proteinas Bcl-2 desempena un papel fundamental en la regulacion
de la muerte celular programada y apoptosis (¢7), y estd compuesta de al menos
16 miembros. Consta de una variedad de proteinas agrupadas en funcion de sus
caracteristicas estructurales y funcionales. Los diferentes miembros de Ia familia

32 Francisco Martinez-F




Estrategia de Terapia Génica en un Modelo de Malaria

de BCL-2 se encuentran principalmente en la mitocondria o en el citosol de la
célula y forman dimeros entre si. Los niveles relativos de miembros inductores e
inhibidores de la apoptosis funcionan como reguladores del umbral apoptdtico
de la célula (¢8),

Algunos miembros de esta familia, tales como Bcl-2 y Bcl-XL suprimen la muerte
celular, mientras que otros como Bax y Bak inducen la apoptosis. Al menos tres
caracteristicas bioguimicas se han afribvido a la familia de proteinas Bcl-2
incluyendo: (a) la dimerizacion con ellos mismos y unos a ofros, (b) la interaccion
con otras proteinas, que van desde las proteina cinasas y fosfatasas y proteinas
que activan proteasas de la familia de las caspasas, y (c) la formacion de poros
o la activacion de canales idnicos de membrana. La importancia relativa de
estas funciones no estd bien aclarada, pero puede dependen de la expresion
de las proteinas Bcl-2 en los diferentes tipos celulares asi como el tipo de
estimulos implicados en la muerte célular (68. 69),

11.13.4. La proteina Bcl-2.

linfona de células B por Reed y Zato. Se encuentra codificada en el brazo largo
del cromosoma 18, ubicada en el loci 21, sub-banda 3. Estd constituida por 6,492
pb para la variante alfa y 4580 pb para la variante beta. El transcrito primario es
de 720 pb lo que da origen a una proteina de 239 aa. Ambas variantes difieren
en su extremo carboxilo terminal (Anexo 1). La proteina tiene un peso molecular
de 4,800 kilodaltones y esta clasificada desde caracterizacion como una
proteina de localizaciéon mitocondrial (en la membrana externa), pero también
se ha descrito su presencia en la membrana nuclear y en la celular.

La funcion habitual de Bcl-2 es el bloqueo de la muerte celular, principalmente
en linfocitos. En algunos modelos experimentales, |os ratones deficientes de Bcl-2
sufren apoptosis fulminante de sus linfocitos y una fraccion importante de muerte
celular y pérdida de melanocitos; por el contrario, los ratones fransgénicos que
sobre expresan el gen Bcl-2 muestran una sobrevida de sus linfocitos (68 69.70),

I1.14. Aspectos generales de la apoptosis de linfocitos.

La apoptosis es un proceso ordenado y regulado por diferentes proteinas y que
se caracteriza morfolégicamente por la fragmentacion de ADN, la
condensacion de la cromatina, la compactacion de organelos celulares y la
formacion de ampollas en la membrana celular (68), Los reguladores mejor
definidos de la apoptosis de linfocitos son:

a) Proteinas de membrana como los miembros de la superfamilia del
receptor de TNF (TNFR) (Fas, p55, TNFR,) y los ligandos miembros de la
familia de TNF (FasL, TNF, TRAIL,).
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b) Proteinas citoplasmaticas como los miembros de la familia Bcl-1.

Muchos de los miembros de la superfamilia de TNFR comparten un dominio de
muerte en la porcidon citoplasmatica, el cual induce la formaciéon de un
complejo de senales que llevan a la activacion de una familia de proteasas
también conocidas como caspasas, y culmina en la activacion de nucleasas
que degradan el ADN (70.71) Fas (APO-1 o CD95), es uno de los miemlbros mads
estudiados de esta superfamilia, es una proteina pro-apoptdtica que se expresa
en una amplia variedad de tejidos mientras que su ligando (FasL) tiene una
expresion mas restringida (71,

Las proteinas BCL-2 forman parte de una familia cuyos miembros comparten un
numero de regiones con secuencias homologas y todos, aunque en diferente
forma, influencian la muerte celular. Asi, algunas de estas proteinas como Bcl-2 y
Bcl-xL actuan blogueando la activacion de las caspasas y por lo tanto tienen
actividad antiapoptdtica. Por el contrario, Bcl-xS o BAD potencian la muerte al
unirse a Bcl-2 y/o Bcl-xL para bloguear sus efectos antiapoptdticos.

11.14.1. Apoptosis de linfocitos inducida por agentes infecciosos.

Diversos fipos de agentes infecciosos (desde los virus hasta los pardsitos), pueden
inducir o retardar la apoptosis en diferentes células del huésped. La apoptosis
seguida de la activacion policlonal y la estimulaciéon de los linfocitos T periféricos,
es un resultado de la interaccion de sistemas especificos de ligando-receptor, y
son de especial interés para definir la inmunocompetencia del huésped vy los
mecanismos de inmunopatologia (72),

Se han descrito dos situaciones en las que los mecanismos de control del sistema
inmune del huésped inducen la apoptosis de linfocitos con el objetivo de
controlar la respuesta inmune.

Una de ellas es la muerte celular pasiva, a través de la cual se eliminan linfocitos
que se encuentran en exceso. Este tipo de muerte ocurre bajo condiciones
donde la concentracion de IL-2 y el nivel de antigeno es bajo, tal como ocurre al
final de una respuesta inmune. Algunas caracteristicas de a apoptosis pasiva
Son: (i) requiere de la sintesis de nuevas proteinas; (ii) es inhibida por la expresion
de Bcl-2 o moléculas relacionadas y; (iii) puede ser impedida por varias citocinas
que favorecen el crecimiento de células como IL-2, IL-4, IL-7 e IL-15. Otras senales
coestimulatorias, tales como la interaccion de B7/CD28, también inhiben este
tipo de apoptosis al incrementar la expresion de la proteina anti-apoptdtica Bel-
xL.
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El ofro tipo de muerte que pueden sufrir los linfocitos como consecuencia de los
mecanismos de control del sistema inmune, es la muerte celular inducida por
activacion (AICD). Mediante este mecanismo, las células activadas en repetidas
sifuaciones inician una muerte activa en la cual se matan a si mismas (suicidio o
propicidio) o enftre si (fraficidio) (71.72.73),

Se ha descrito para el compartimento de células T que el propicidio o apoptosis
por refroalimentacion es guiado por IL-2 y los niveles de anfigeno en el micro-
ambiente inmune local (71.74), La muerte activa de las células T limita la respuesta
inmune bajo condiciones de altos niveles de IL-2 y antigeno. Paraddjicamente,
IL-2 que inicia la progresion en el ciclo celular de las células T, también es capaz
de conducir a estas células a la apoptosis. En una respuesta temprana de
células T, cuando la concentracion de IL-2 es baja tiene un efecto proliferativo
dominante; pero cuando la citocina se acumula y otros estimulos cambian, su
efecto es antiproliferatfivo.

Estudios recientes han demostrado que las células B activadas por la infeccion
con plasmodium aumentan la expresion de FasL y de esta manera ejercen un
papel supresor sobre los linfocitos T (72. 73. 74) . Es importante destacar que en
ciertas infecciones, la muerte por AICD es mediada por Fas y FasL en sus formas
solubles. En este sentido, se ha propuesto que durante la infeccion con HIV la
muerte de los linfocitos T es mediada tanto por células que expresan en su
membrana Fasl, como por anticuerpos autorreactivos anti-Fas y por Fas sérico
soluble que alcanzan niveles altos en pacientes infectados. Este mecanismo
contribuiria a la desregulacion de la via Fas/FasL observada en las células T
activadas, o que conduce a una apoptosis anormal y por lo tanto a la
disminucion progresiva de linfocitos T observada en los individuos infectados. La
apoptosis masiva de linfocitos, se ha asociado y afribuido a las formas mas
severas de malaria cerebral (75.76,77),

II.L15. La terapia génica como una estrategia terapéutica de enfermedades
humanas.

La introduccion de material genético (ADN o ARN) exdgeno para restaurar,
conferir o potenciar una funcion, constituyen la piedra angular de la terapia con
genes en el fratamiento de las enfermedades humanas. Cldsicamente la terapia
con genes se disend como una estrategia para la reparacion de genes
relacionados con enfermedades monogénicas como la distrofia muscular de
Duchenne, la fibrosis quistica, la hemofilia y las inmunodeficiencias congénitas.
Sin embargo, después de 20 anos de estrategias experimentales, su impacto
mayor se ha cenfrado en dreas como la oncologia, la inmunologia y el
tratamiento de enfermedades cronico-degenerativas (78),
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I

Existen dos estrategias de manipulacion genética, en la prdactica clinica
experimental, la modificaciéon in vivo y la modificacion ex vivo. La modificacion
in vivo requiere de la introduccion de material genético en el contexto in situ. Las
estrategias de terapia ex vivo, incluyen la extraccion de las células para la
modificacion in vitro con |la posterior reinfroduccion de células modificadas al
huésped.

No obstante, existen limitaciones para lograr una exitosa fransferencia del
material genético al sitio blanco en los modelos in vivo. Entfre estas limitaciones se
encuentran: la destruccion del ADN o la del vehiculo seleccionado antes de
llegar al sitio de interés por el sistema inmunoldgico o la degradacion por
enzimas séricas de ambos. El éxito de una buena frasferencia de genes,
depende en gran medida del método elegido (78.79),

. . . . P Terapia génica ex vivo
Estrategla clasica de terapia genica plag

COLECCION
PACIENTE DECELULAS 2

o9 . P | '®
‘ ’ "i Citocina {\

Gen Do 9 < Antigeno 3
' ‘ ‘ . MODIFICACION
‘ " GENETICA
Enzima \\
\ ' ' ' Proteina

Droga estructural r / A
“ \ 4 CRECIMIENTO
TTRASPUANTE CELULAR

DE CELULAS

Figura 7. Estratégias de terapia génica.

La intfroduccién de material genético puede conferir una funcién como la produccién de una
citocina para amplificar una respuesta pro inflamatoria, la generacién de un antigeno para
estimular la respuesta inmunoldgica o la generacion de una enzima para conferir o acelerar un
proceso metabdlico.La modalidad mds comuin en el humano, implica la modificacién ex vivo de
las células blanco y su reincorporaciéon posterior.

Fuente: Bases moleculares de la terapia génica. Farmacologia Médica. 1ra edicién. Mc Graw Hill.
México 2009.

11.15.1. Métodos para la transferencia de genes.
Los métodos para la fransferencia de genes se clasifican en dos grupos:

1. Métodos no virales.
2. Métodos virales.
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Los métodos no virales comprenden principalmente:

a) Inyeccion directa o por biobadlistica in situ del pldsmido que contiene el
gen de interés.

b) Métodos quimicos como la precipitacion con fosfato de calcio

c) Encapsulacion del ADN por micelas de lipidos cationicos.

d) Conjugacion con polimeros inertes de alto peso molecular como DAE
dextran, poliefilenglicol o el uso de polimeros para el plegamiento del ADN
y encapsulado por micelas de lipidos catidonicos.

Sin embargo, estos sistemas son poco eficientes en modelos in vivo.
11.15.2. Los métodos virales.

Entre los sistemas para fransferir genes, 1os vectores virales son la herramienta mads
eficiente para la terapia génica en los modelos experimentales in vivo. Los virus
(del latin venenum) son entidades microbianas de replicacion intracelular
obligada, los cuales por su capacidad de tfransferir su propio material genético a
la célula huésped, han influido en el curso de la evolucion y son capaces de
infectar células con una gran especificidad (tropismo) (79.80),

El reemplazo de los genes necesarios para el inicio de la replicacion (genes no
esenciales) por otros genes de interés terapéutico, se emplea para la
generacion de vectores virales recombinantes, que pueden transducir el tipo
celular para los que son normalmente infecciosos. Las modificaciones del
genoma de varios tipos de virus han mejorado la eficiencia de la infeccion y la
expresion de genes de interés para utilizarse como vectores (80),

En general, para la produccién in vitro de vectores virales recombinantes, las
proteinas derivadas de los genes no esenciales son provistas por
transcomplementacion via dos estrategias:

e Por una linea celular fransformada de manera estable, la cual se denomina
célula empaqguetadora.

e Por la cofransfeccion temporal del pldsmido que proveé los genes
requeridos.

Ademds, los vectores virales recombinantes pueden mantener o suprimir su

capacidad de replicacion (replicativos y no replicativos) o inducir esta

caracteristica bajo circunstancias especificas (replicaciéon condicionada) (79. 81,

82)

Entre estos virus se encuentran los ADNvirus, como el adenovirus serotipo Ad-3, 5,

6,y 7; los virus adeno-asociados (AAV serotipos 4, 5y 6); el virus de la influenza, el
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rotavirus; los RNAvirus; como el virus de la leucemia muring; los lenfivirus y el
herpes virus, entre los mds empleados (Grdafica 1).

11.16. Los retrovirus como el vector ideal para infectar células hematopoyéticas.

Los retrovirus se han utilizado como vehiculos para la fransferencia de genes en
muchos protocolos clinicos. Los mdas empleados estdn basados en el virus de la
leucemia murinag, y los lentivirus como el virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH). El sistema mds comun es el descrito por Naveaux et al (83.84),

VECTORES VIRALES EMPLEADOS EN PROTOCOLOS CLINICOS

6%

M Adenovirus 392 M Retrovirus 341 m ADN desnudo 301 M Lipofeccién 109
® PoxVirus 66 = Vaccinia 102 m AAV 75 W HSV 56
Lentivirus 29 = Otros 78 Desconocidos 95

Grdfica 1. Distribucion de protocolos de terapia génica que emplean algin

método para la fransferencia de genes.
Journal of gene medicine, Junio del 2010.

El fropismo de estos es mayor en células hematopoyéticas, ya que su mecanismo
de entrada estd mediado por proteinas de superficie o receptores, que estdn
anclados o ligados a algun sistemas de fransduccidn que activa vias de
internalizacion celular; mediados por actina, tubulina y algunas integrinas de la
familia V.

Una vez dentro de la vacuola de clatrina, el pH acido, favorece el
desensamblaje de la cubierta viral. Posteriormente el complejo nucleoproteico
se desplaza a las fenesteras nucleares usando las proyecciones de los
microtubulos. EI genoma retfroviral, poseé una reversotranscriptasa y una
recombinasa, que permiten la obtencidn de una hebra de cadena sencilla de

L
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ADN, la cual una vez obtfenida, se integra al genoma de la célula huésped. Esto
permite que el material se pueda frasferir a la célula hija en la siguiente fase de
replicacion celular, lo que permite una expresion permanente del transgen en el
caso de la terapia con genes.

Esta integracion no ocurre al azar como fradicionalmente se pensaba,
Recientemente Schroeder et al (5 ha descrito que los lentivirus se integran
preferentemente cerca de los genes con mayor actividad transcripcional en el
genoma de la célula blanco. Adicionalmente, se ha documentado, que la
infegracion proviral al genoma ocurre en su mayoria en el sifio de inicio de la
transcripcion. Entre los cuales se ha descrito el promotor del gen LMO02. Sin
embargo, se siguen empleando como los vectores ideales para la exploracion
de estrategias de terapia génica con expresion permanente (81, 82, 86),

11.17. Terapia génica para enfermedades parasitarias.

Las estrategias de terapia génica para enfermedades parasitarias se han
focalizado para la produccion de vacunas empleando plataformas virales. En el
caso de la malaria, el éxito ha sido limitado, ya que la variacion anfigénica de
los pardsitos, el recambio rdpido de algunas proteinas de superficie y algunos
datos sugieren asociacion antfigénica, para poder obtener una respuesta
humoral efectiva (87 .88).

Sin embargo, poco se ha explorado en relaciéon a la potenciacion inmunoldgica
celular o la intervencion de la respuesta celular. Por ello, este proyecto,
representa una de las primeras estrategias para interferir con la respuesta celular
y la evolucién de la enfermedad, con el fin de orientar estudios ulteriores.
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lll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La inmunidad a malaria se desarrolla de forma muy lenta en los individuos
gue viven en las regiones endémicas. La inmunidad para los estadios sanguineos
de malaria depende de los anticuerpos y de las células T. El papel de los
linfocitos T CD4+ se ha demostrado eliminando selectivamente a esta poblacion
in vivo y por tfransferencia de células T en ratones inmunodeficientes. Las células
CD4+ de ambos fenotipos Th1 y Th2 son efectivas; sin embargo, no todos los
plasmodios son susceptibles a la inmunidad mediada por células y las razones de
esto se desconocen (89),

De tal forma, es de esperar que los factores que afectan la activacion, la
funcion y el tiempo de vida de las células T especificas para el pardsito, puedan
tener un impacto en la sobrevivencia del plasmodio. Se ha sugerido que tales
factores podrian ser: (i) la pobre inmunogenicidad de los anfigenos; (i) la
variacion antfigénica; (i) la inmunosupresion como resultado de la infeccion con
plasmodio vy; (iv) la necesidad de una exposicion contfinua al plasmodio para
mantener la memoria inmunoldgica.

La eliminacion de respuestas inmunoldgicas es una de las principales estrategias
para controlar respuestas potencialmente peligrosas y los organismos infecciosos
pueden utilizar esto para sobrevivir, como en el caso del virus que produce la
coriomeningitis linfocitica donde ocurre una eliminacion exhaustiva de células T
CD8* especificas para el virus. Aungue la capacidad de los plasmodios para
persistir como resultado de la eliminacion de células T CD4+* especificas no se ha
investigado, la infeccidon se asocia con inmunosupresion donde no se
manifiestan respuestas especificas en las células mononucleares de sangre
periférica (90),

Esta inmunosupresion puede ser consecuencia de un aumento en la apoptosis
de células especificas por el plasmodio; por lo tanto el diseno de una estrategia
de terapia génica, que pudiera rescatar de la apoptosis a las células del bazo
que estan directamente involucradas en la eliminacion del pardsito y que
ademds podria determinar el efecto de la terapia génica en la proliferaciéon y
eliminacion del plasmodio.

Ademas se ha demostrado que en varias infecciones se produce una
desregulacion de algunos miembros de la familia Bcl-2 lo cual afecta la
viabilidad de linfocitos del hospedador (?1). Asi, los linfocitos de sangre periférica
de los pacientes infectados con el virus HIV presentan una incrementada
apoptosis espontdnea in vitro y el agregado de IL-2 o de IL-15 revierte esta
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muerte al aumentar los niveles de Bcl-2. Adicionalmente, el virus de la
Inmunodeficiencia de Simios (SIV) inhibe la expresion de Bcl-2 en los fimocitos
CD4+CD8+ induciendo una marcada apoptosis y alteracion de la funcidon
timica. Por otfra parte, Baixeras y cols demostraron que el virus vaccinia dispara la
apoptosis de linfocitos B inmaduros por inducir una disminucion de Bcl-2 (92),

Los recientes reportes de que los linfocitos B de animales infectados in vitro con
Trypanosoma cruzi sufren de un proceso de apoptosis espontdnea. En particular se
ha descrito que la muerte de estos linfocitos B podria originarse por una
expresion alterada de las proteinas de la familia Bcl-2. Finalmente, se ha
observado que las células B de los animales infectados con este protozoario,
presentan una alta expresion de las proteinas Bcl-2 y Bcl-xL (93),

Por lo anterior, este proyecto exploré una estrategia de terapia génica para
sobre expresar el gen Bcl-2 exdgeno, usando un vector retroviral, para de esta
manera transformar a los linfocitos de ratones singénicos de la cepa CBA/Ca y
usarlos para frasplante con el objeto de rescatar de la apoptosis a las células
gue estdn directamente involucradas en la eliminacion del pardsito, y analizar el
efecto de la sobreexpresion de Bcl-2 en esta poblacion celular y de ser posible
determinar si el rescate de los linfocitos que mueren comUnmente debido a la
infeccidon con Plasmodium influye en la cinética de la parasitemia. Ademdads
También se analiza el efecto de la sobreexpresion de bcl-2 en las células del
bazo y los posibles cambios histoldégicos en el mismo, ya que constituye un
érgano blanco importante para la eliminacién del plasmodium.

La razdn de wusar un vector retroviral en la prueba de concepto, estd
fundamentada en: (i) la alta eficiencia de estos virus para infectar células
hematopoyéticas; (ii) la expresion estable del gen de interés y; (i) la capacidad
de integraciéon de los trasngenes al genoma huésped y de transferir esta
informacioén a las células hijas.

Esto permite seguir a la poblacion celular modificada genéticamente ex vivo y
trasplantada, asi como los posibles efectos ulteriores a la proliferacion celular, sin
limitaciones en el tiempo de expresidon en los modelos in vivo, como en el caso
de la expresion génica temporal que confiere un vector adenoviral
recombinante que estos vectores, solo confieren expresion temporal por la
perdida de los fransgenes episomales durante la duplicaciéon celular.
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IV. HIPOTESIS

En investigaciones previas se ha se ha demostrado que el sitio de eliminacion del
plasmodio es el bazo y que los linfocitos de este fejido juegan un papel
importante en la activacion de los mecanismos inmunes (inmunidad humoral y
celular) los cuales son necesarios para la eliminacion del pardsito. Ademads,
también se ha documentado que como consecuencia de la infeccidn con
plasmodio, se genera una importante disminucion de los linfocitos circulantes
como resultado de un incremento de la apoptosis de estas células. Por lo
anterior, si se sobreexpresa la proteina antiapoptdtica Bcl-2 en los esplenocitos
transformados con un vector retfroviral, se podria umentar la sobrevida de los
linfocitos de bazo, lo que modificard la eliminacidn del pardsito y por lo tanto la
cinética de la parasitemia

V. OBJETIVO GENERAL

Evaluar los efectos de la sobreexpresion de Bcl-2 sobre la cinética de la
parasitemia en un modelo experimental de malaria murina usando ratones
singénicos irradiados de manera subletal y trasplantados con células totales de
bazo transformados con un vector retroviral que confiere la sobreexpresion de
Bcl-2 y un vector reportero con la Proteina Verde Fluorescente.
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VI. OBJETIVOS PARTICULARES

Para lograr el objetivo general, se disesnaron de manera secuencial los siguientes
objetivos particulares.

1.

Generar particulas retfrovirales (RV) que contuvieran los genes
Bcl-2 y GFP como gen reportero (RV-GFP-BCL-2, y RV-GFP).

Establecer las condiciones para infectar de manera ex vivo a los
esplenocitos totales provenientes de ratones singénicos
(CBA/Ca57 donadores) con las particulas RV preparadas en el
objetivo 1.

Determinar la eficiencia de infeccion por RV/GFP-BCL-2 en las
células de bazo mediante citometria de flujo y/o microscopia de
fluorescencia, identificando el gene reportero GFP.

Trasplantar a los ratones irradiados subletalmente con los
esplenocitos transformados que sobre expresan el gen Bcl-2 y
GFP.

|dentificar la poblacidn de linfocitos que sobreexpresen Bcl-2 en
ratones irradiados subletalmente.

Evaluar el efecto de la reconstitucidn de ratones irradiados
subletalmente con linfocitos que sobreexpresan Bcl-2 sobre la
cinética de la parasitemia.
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VIl. MATERIALES Y METODOS

Para alcanzar los objetfivos anteriores se readlizaron los siguientes pasos
secuenciales en dos fases y con el siguiente diseno experimental (Figura 8).

Diseno experimental

1. Generocion de
RV-GFPy RV-GFP/Bcl-2

2 Tronsiormocion de
c&lvlos &x vivo con RV-
GFPy RV-GFP/Bcl-2

5. Evoluocion y analisis
de lo porasdemia

Figura 8. Diseno experimental.

A. Fase in vitro.

1. Generacion de particulas refrovirales RV-GFP-Bcl-2 y RV- GFP.
2. Infeccion optima de esplenocitos in vitro y seleccion clonal.
3. Determinacion de la eficiencia de infeccion y expresidon por RV-GFP y RV-

GFP/Bcl-2.

B. Fase in vivo (Modelo murino de malaria y trasplante).
4. Irradiaciéon subletal de ratones singénicos.
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5. Trasplante de esplenocitos totales transformados in vifro a los ratones
iradiados (Receptores).

6. Infeccion de los receptores con eritrocitos parasitados por Plasmodium
chabaudi.

7. Evaluacion de cinética de la parasitemia.

8- Sacrificio de los ratones para andlisis molecular e histolégico.

VII.1. Generacion de retrovirus recombinantes con la construccidon bicistronica
de GFP-Bcl-2. (RV-GFP/Bcl-2).

Todas las particulas refrovirales se generaron usando el sistema Refromax
Retroviral system (Imgenex corporation) de acuerdo a protocolo descrito por
Naviaux et al (68),

pCNRX-GFP

BESERN cwvv [eFp [ LR |

pCNRX-GFP-Bcl-2

IR cvv[eFP [Pol] B2 [N
A gag, A env, 4 pol

Figura 9. Esquema de la construccion de los plasmidos para la generacién de los vectores
retrovirales.
Esquema de la construccion de los pldsmidos para la generacion de los vectores RV; Arriba, el
pldsmido PCNRX que contiene el casette de CMV-GFP. Abdijo; el pldsmido bicistronico pCNRX
gue contiene el casette de CMV-GFP y del promotor de la polimerasa Il dirigiendo el control
franscripcional de Bcl-2.

VII.1.1. El Sistema Retromax (RetroMaxTM retrovirus vector system; Imgenex corp).

Es un sistema comercial para la generacion de vectores retrovirales basado en el
vector pCL, desarrollado por Naviaux et al (84), Los vectores generados en este
sistema, estdn disenados para maximizar los tfitulos de retrovirus recombinantes
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de una forma simple, sistemdtica, eficiente y flexible. Todos los miembros de la
familia de vectores de expresion RetroMax (pCLXSN, pCLNCX, pCLNRX, y
pPCLNDX) tienen una senal de encapsidacion (y+) y su seguridad deriva de una
mutacion puntual en el marco de lectura que detiene la replicacion y la
supresion de la unidad ETA.

El sistema permite la generacion de vectores refrovirales con fitulos transitorios en
el rango de 2-5 x 1086 UFC/ml cuando se utilizan células empaquetadoras HEK-
293.

Para la generacidon de particulas refrovirales, inicialmente se emplearon
protocolos de produccion de los plasmidos requeridos en gran escala y con alto
grado de pureza (libres de endotoxinas) para realizar ensayos de transfeccion
altamente reproducibles en células empaquetadoras HEK-293.

VIL.1.2. Generacion de los pldsmidos pCL-Eco-l y pCNRX a gran escala
(Gigaprep).

Los plasmidos del sistema Retromax se utilizaron para transformar una cepa de E.
coli recombinasa A(-) con el objeto de minimizar las posibilidades de mutacion.
Para ello, 100 ul de bacterias competentes por el método quimico de cloruro de
calcio de la cepa E. coli-JIM109 (invitrogen Corp), se sometieron a protocolo de
transformacion usando el método de choque térmico con 500 ng de cada uno
de los plasmidos de interés.

Las bacterias fueron recuperadas en medio LB sin antibidtico, con 1T mM de
glucosa y 2 mM de MgCI durante 1 hora. Inmediatamente se sembraron en
placas solidas de LB-Agar con ampicilina-HCI (100 ug/mL) y se incubaron por 16
hrs a 37°C. Una vez incubadas, se seleccionaron 5 colonias de cada pldsmido y
se cultivaron en 12 mL de medio LB liquido con ampicilina en condiciones de
agitacion (250 rom) a 37°C durante 16 hrs.

Para aislar el ADN plasmidico en escala midi, se usaron 10 mL de cultivo
bacteriano liquido y se procesaron por el método de lisis alcalina de acuerdo al
protocolo de Maniatis y Sambrock.

El ADN plasmidico obtenido de todas las clonas seleccionadas fue andlizado por
ensayo de restriccion por endonucleasas especificas para verificar 1os
fragmentos de cada pldsmido, empleando las enzimas: Hind lll, Xho |y Xba I.
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Figura 10. Mapa de pCL-Eco de 12.6 Kbs .

Imagen tomada de Imgenex Retromax vector System.

El patron de restriccion resaltante fue visualizado por electroforesis para ADN y
fofodocumentado para analisis de posicion y restriccion.

Una vez verificados los patrones de restriccion, el resto del cultivo fue inoculado
en 1.5 L de medio LB para la obtencion de ADN plasmidico en escala giga. Para
ello, se empled un sistema de asilamiento de ADN plasmidico que garantizara la
obtencion de ADN puro y libre de endotoxinas (Gigaprep DNA isolation kif,
Qiagen Corp).

Este paso es fundamental para la fransfeccion masiva de células HEK-293, ya
que debido a su naturaleza embrionaria, estas células epiteliales son muy
sensibles a la presencia de endotoxinas (Lipopolisacdridos) procedentes de la
pared bacteriana.
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Figura 11. Electroferogramas resultantes del andlisis de restriccion de plasmidos del sistema
Retromax.
pCL-Eco (A) Liearizado con EcoR1 (1); Hind lll (2) EcoR1/Sal 1 (3);(B) pCNRX-Bcl-2-GFP Linearizado

con EcoR1 (1), Xbal (2); y EcoR1 y Xba | (3) para liberar el cDNA de Bcl-2 de ~715 pb. Panel C
muestra la pCNRX-GFP (C). Se muestra a PCNRX-GFP linearizado con EcoR1 (1), Xbal (2); y ECORI
y Xba | (3) para liberar el cDNA de Bcl-2 de ~736 pb. Se seleccionaron las clonas 3 de cada

pldsmido para produccion a gran escala.
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VII.1.3. Cultivo de células HEK-293 (ATCC).

Las células HEK-293 son derivadas del mesonefros renal humano. Estas células
epiteliales estdn transformadas con la subunidad ETA del adenovirus tipo 5
descrito por Graham et al en 1977 (¢4, También son conocidas como células
empaquetadoras (ya que expresan de manera ubicua la subunidad ETA) un
factor de transcripcion que permite el inicio de la frascripcion de otros genes
tempranos que controlan la replicacion viral. Actualmente, se emplean de
manera rufinaria para la generacion de vectores adenovirales y refrovirales
recombinantes en la variedad defectuosos de replicacion. Todos los
experimentos realizados en este proyecto se cultivaron de un lote del mismo
pasaje (Pase 15).

VII.1.4. Condiciones de cultivo de células HEK-293.

Las células HEK-293 se cultivaron a una confluencia menor al 80% en medio D-
MEM-F12/505:50 (Gibco-Invitrogen corp.) suplementado con 1 mM de L-
glutamina (Glutamax, Gibco-Invitrogen corp) y 1% de mezcla de antibidtico-
antimicotico (100 mil unidades de penicilina G, 100 uyg de estreptomicina, 25 ug
de anfotericina B).

Se generd un lote inicial de 50x10¢ células/10 mL, los cuales se congelaron vy
criopreservaron en nitrégeno liquido (medio MEM con 20% de SFB inactivado por
calor, y 10% de DMSO grado cultivo celular). Para Cada experimento se
descongelo un criovial con 5x10¢ células en medio Optimem suplementado con
10% SFB (probado para micoplasma y esterilizado por filiracién) e incubado a
37°C, 20% de oxigeno, 100% de humedad y 5% de CO,. Cada lote fue tratado
con ciprofloxacino (25 mg/mL) durante 5 dias como profildctico contra una
posible infeccidon por micoplasma.

VII.1.5. Generacidén de particulas retrovirales.

La generacion de particulas retrovirales se estandarizé de la siguiente manera:
Para determinar la cantidad optima de ADN plasmidico a usar en los ensayos
posteriores, se realizd un ensayo con 1, 2.5y 5 ug de cada plasmido para 350 mil
células HEK-293, y los sobrenadantes se usaron para infectar células totales de
bazo. 3x105 células HEK-293 se sembraron en medio DMEM suplementado con
10% de SFB y 1% de antibidtico. Cuando las células alcanzaron el 50% de
confluencia, se fransfectaron con 2.5 uyg de cada uno de los vectores
PCLEco/pCNRX-GFP. Usando el protocolo de transfeccion basado en fosfato de
calcio. (Calcium phosphate transfection kit, Invitrogen corp).
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RV-GFP

Figura 12. Imdgenes de microscopia confocal resultante de los ensayos de transfeccion con los
diferentes pldsmidos para obtener particulas virales Rv-GFP y RV-GFP/Bcl-2.
Se relizaron transfecciones con 2.5 y 5 ug de cada pldsmido para optimizar la cantidad de ADN
plasmidico usado para la generacién de RV. Se determino que 5 ug de cada pldsmido, fueron
suficientes para una éptima transfeccion.

El medio de fransfeccion se dejo por espacio de 12 horas, después del cual se
remplazé por medio fresco y se incubo nuevamente en las mismas condiciones.

48 horas post-transfeccion el sobrenadante se recupero en un tubo de 15 mLy se
centrifugo a 2000 RPM en un rotor de dangulo fijo (Sorval FX-12000) vy
posteriormente se filfro con una membrana de PVDF con poro de 0.45 micrones,
bajo campana de flujo laminar con nivel de seguridad clase 2AB.

Para mantener la eficiencia de infeccion y de acuerdo a McMillan et al en 2004
(95, 96, 97), cada sobrenadante se conjugo con 8 ng/mL de PB (Bromuro de
hexadimeftrina, Sigma) y 10 ng/mL de sulfato de condroitina durante 30 minutos
a temperatura ambiente. Inmediatamente después de la conjugacion, se
procedid a la infeccion de células totales sanas de bazo.

Para corroborar la capacidad infectiva de cada lote de retrovirus se utilizaron
Celulas STO-1 como control positivo de la infeccion, a una densidad de 100 mil
células (estas células poseén un elevado nUmero de receptores para el
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refrovirus) que se sembraron en placas de cultivo de 6 pozos utilizando diferentes
diluciones. (Figura 12).

Células STO-1 infectados con RV.

RV-GFP + RV-GFP/BCL-2 +

Infeccion
Vol1:1

Infeccion
Vol1:2

Figura 13. Imagen microscopia confocal de células STO-1 transfectadas con ambos retrovirus
RV-GFP y RV-GFP-BCL-2.
Para corroborar la infectividad de los retrovirus recombiantes obtenidos; un millén de células
STO1 se sembraron sobre placa y se iinfectaron con 1y 2 volUmenes de sobrenadante infectante
de RV-GFP y RV-GFP-BCL-2. Las células se incubaron por 24 horas y se detectd la fluorescencia de
la GFP a 488 nm por microscopia confocal.

VII.2. Infeccidn ex vivo de los esplenocitos totales.

Se homogenizd un lote de esplenocitos obtenidos del bazo de 3 ratones CBA/CA
machos en quiréfano y con técnica de asepsia y antisepsia. Previo sacrificio por
luxacion cervical, se realizd una laparotomia total y se extrajo el bazo, previo
corte de los ligamentos gastro-esplénico y reno-esplénico. El érgano completo
fue mantenido en medio RPMI-1640 (Gibco-invitrogen) y se obtuvo la pulpa
esplénica por compresion mecdnica en solucion salina con HEPES (HBS) pH 7.4,
bajo campana de flujo laminar.

Las células obtenidas se lavaron con D-PBS pH 7.4 y mantenidas en medio RPMI-
1640 suplementado con 10% SFB y antibidtico (penicilina/estreptomicina) e
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Inmediatamente se infectaron con el conjugado de particulas RV-GFP y RV-GFP-
Bcl2, preparados de acuerdo al punto 1.3.

Las células totales infectadas se estimularon con 10 ng/mL de (IL-2 de ratén y se
incubaron por 24 hrs antes de transplantarse en un ratdon subletalmente irradiado
(450 Rads con una fuente de cobalto).

VII.3. Determinacion de la eficiencia de infeccion y sobreexpresion del gen Bcl-2
y GFP.

Después de 24h de incubacion, las células infectadas se lavaron y se procedid a
los siguientes pasos para su andlisis:

1. Una fraccion de la poblacién celular se destind a la obtencidn de proteinas
totales para ensayo de WB para identificar la proteina Bcl-2.

2. Ofra fraccion se utilizd para determinar el porcentaje de la poblacion
infectada por medio de citometria de flujo para identificar la proteina verde
fluorescente (GFP) transducida por ambos retrovirus recombinantes.

3. Para evaluar la funcion biolégica de la sobreexpresion Bcl-2 y determinar el
efecto protector a dano oxidativo de Bcl-2, los esplenocitos transformados se
incubaron en presencia de diferentes concentraciones perdxido de hidréogeno
(1, 2, y 4 mM). El andlisis de viabilidad celular se realizd por fincién del
colorante supravital azul fripano.

VIl.4. Modelo animal de trasplante.

Para evaluar el efecto in vivo de la sobreexpresion de Bcl-2 transferida por el RV,
se frasplantaron esplenocitos totales infectados con el RVGFP-Bcl-2 en un ratdn
previamente iradiado a una dosis subletal con el objeto de depletar la
poblacion celular enddgena de linfocitos del raton receptor y de esta manera
favorecer el implante exitoso de las células trasplantadas.

VIl.4.1. Irradiacion subletal y cuidado de los ratones singénicos.

12 Ratones singénicos CBAS57, fueron irradiados a partir de una fuente de
cobalto 68 a una dosis de 450 Rads en el Instituto de Fisica de la UNAM. Esta dosis
ha estandarizado como la necesaria en estos ratones para depletar mas del 50%

de la poblacion celular del bazo de acuerdo a Legorreta et al, 1993 (98),

Los ratones irradiados y trasplantados con las diferentes poblaciones celulares se
mantuvieron en jaulas ventiladas (Techniplast, Corp) y en condiciones libres de
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patogenos propias para animales inmunocomprometidos dentro del bioterio del
Instituto Nacional de Rehabilitacion.

El alimento y el agua se esterilizaron antes de alimentar a los ratones con
recambio cada 2 dias. En el caso del agua esta fue previamente acidificada
con HCI (ImM/L) para facilitar la eliminacion de proteinas por el rindn. Ademas,
la dieta fue suplementada con una fuente rica en hierro y dacido félico para
favorecer la regeneracion de la serie mieloide (Harlan, Mexico).

VIl.4.2. Infeccién por Plasmodium chabaudi.

Los pardsitos Plasmodium chabaudi se preparardn a partir de eritrocitos
estabilizados y criopreservados a partir de lineas clonadas de estos pardsitos de
la forma descrita por Jarra & Brown (1985). Posteriormente, 5x104 eritrocitos
parasitados, se inocularon en los ratones via intraperitoneal y, cuando el
experimento lo requirid, por via intravenosa a través del plexo retro ocular.

VIl.4.3. Trasplante in vivo con esplenocitos infectados ex vivo a los ratones
irradiados (Receptor).

La reconstitucion de los ratones irradiados se realizd con el trasplante de células
trasformadas con los RV-GFP y RV-GFP-Bcl2 del punto 1.4, y como confrol se
usaron células cultivadas en el mismo lote.

En campana de flujo laminar, y bajo condiciones de asepsia y antisepsia 2X107
esplenocitos se suspendieron en 100 yL de HBS pH 7.4 fueron tfrasplantados via
plexo retro-ocular a cada ratdn receptor. Los ratones se mantuvieron en
condiciones libres de patdgenos especificos, con cambio de alimento y agua
cada 48 horas hasta los 10 dias. Al cabo de este periodo los animales fueron
sacrificados para su andlisis.

VIL.5. Identificacion de linfocitos utilizando marcadores de superficie y citometria
de flujo.

Se utilizaron anticuerpos monoclonales especificos marcados con ficoeritrina
para identificar a las células: CD3+, CD4+, CD8+ y B220+. Los anticuerpos se
diluyeron en (amortiguador de FACS) (PBS pH 7.2 con 1% de BSA, 0.1% azida de
sodio y 0.05 mM de EDTA). Las células de bazo se incubaron en presencia de
anticuerpos marcados durante 30 minutos, a 4°C, seguida de dos lavados en
soluciéon amortiguadorora para citometria (FACS flow, Beckton&dickenson). El
andlisis de fluorocromos se realizé en un citometro de flujo (Beckton&Dickinson).
VIl.é. Valoracion de la parasitemia por Plasmodium.
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La evaluacion del efecto de la sobreexpresion de Bcl-2 sobre la parasitemia se
realizd mediante la identificacion y cuantificacion de pardsitos intraeritrociticos,
usando la técnica de Giemsa. Durante cada dia post-trasplante, se fomd una
gota de sangre periférica y se realizd un frote sanguineo. Cada laminilla se fiijo
con metanol absoluto por 30 segundos y se tino con el colorante Giemsa
durante 30 min. Posteriomente se lavdé con agua corriente y se secd a
temperatura ambiente. Todas las laminillas fueron leidas al microscopio de luz el
mismo dia por duplicado, para determinar la curva de la parasitemia.

Figura 14. Parasitemia de los ratones infectados.
Diariamente se tomd muestra de sangre periférica para realizar frotis sanguineos que se fijaron
con metanol y se tineron con Giemsa. Los eritrocitos parasitados se contaron en relacién a la
cuenta de eritrocitos totales, En la fotografia de la izquierda se presenta la parasitemia en el dia 3
postinfecciéon y en la fotografia de la derecha se muetra la parasitemia del dia 6 postinfeccidén.
En el dia 3, las inclusiones intraeritrociticas de plasmodium son de predominio anular. Al dia 6, los
eritrocitos tienen formas aberrantes (Drepanocitosis) y fienden a agruparse.
Cortesia del Departamento de Morfologia Celular y Molecular, INR.

VII.7. Andlisis de ARN mensajero y proteinas.
VII.7.1. Extracciéon de ARN mensajero.

Los fragmentos de tejido esplénico fueron mantenidos en congelacion con
soluciéon de preservacion para ARN (RNAlater TM; Ambion Corp.) hasta su
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procesamiento. Una vez descongelados, se mantuvieron en trizol (Invifrogen Co.)
y se dejo a temperatura ambiente para su lisis total con agitacion orbital por 10
m. Posteriormente fue procesado de acuerdo con el protocolo del fabricante,
hasta obtener el ARN total y rehidratado en agua libre de nucleasas tratado con
DEPC (1:1000). (Anexo 7. Protocolo de extraccion de ARN).

El ARN fue cuantificado y se tomaron 500 ng para RT in vitro, usando el sistema
de reverso transcripcion con MLV-1 (Roche corp.); para la generacion de la
primera cadena de ADN. (Anexo 8. Protocolo de exiraccion de transcripcion
reversa).

10 yL del cADN obtenido se empled para las reacciones de amplificacion por
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y su posterior cuantificacion por
densitometria (Anexo 9. Protocolo dePCR).

VIl.7.2. Obtencion de proteinas totales.

Los fragmentos destinados a la obtencion de proteinas totales, se mantuvieron
en buffer de lisis para protfeinas inhibidor de proteasas (RIPA+ inhibidor de
protesas (Roche, Biolabs). Una vez lisadas por agitacion, se cuantificaron y se
emplearon para ensayo de WB. (Ver apéndice XIIl.10 y XI11.12).

VIL.8. Andlisis histopatologico.

El fragmento del bazo de cada raton destinado al andlisis histoldgico, fue
embebido en TissueTek por 10 minutos y se congeldé sobre plataforma de
aluminio para realizar cortes en fresco usando un criostato a -20°C (Leica
Instruments).

10 cortes en frescos de 10 micras de grosor se montaron en portaobjetos
gelatinizados y se llevaron a andlisis histolégico para microscopia confocal (LSM
Meta, Carl Zeiss). Otras laminillas fueron enviadas al departamento de patologia
del INR para tincion por H&E, asi como para descripcion y el reporte del andilisis
histopatologico.
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VIIl. RESULTADOS

VIII.1. Determinacion de las dosis optima de IL-2 para la inducciéon de la
replicacion de linfocitos.

Durante el procedimiento de frasplante, la viabilidad celular es un pardmetro
vital. Para lograr una mejor eficiencia de fransformacion, las células infectadas
con un refrovirus requieren entrar a fase de replicacion celular con el objeto de
incorporar el material genético exdgeno.

En nuestro caso, este hecho se resolvid con la estimulacion de linfocitos con
Interleucina 2 recombinante (IL-2, Sigma Corp.). Por ello, para determinar que
concentracion de ([L-2 que inducia la mayor proliferacion celular. Para lo cual, se
emplearon diferentes dosis de 5, 10 y 20 ng de rlL-2/mL de medio, fomando
como confrol a la concanavalina A, que es una excelente inductora de mitosis
en linfocitos.

Ensayo de MTT 36 hrs post estimulacion

Absorvancia a570 nm

|
|
|
|
|
|
|
[

0 L] Ll Ll 1
BASAL CONC A IL-2 CONC ANL-2
Inductor

Grafica 2. Estimulacion de esplenocitos de raton con IL-2 a una concentracion de 10 ng/ml.

Se determind que 10 ng/mL de (L-2 fueron suficientes para estimular la
replicacion celular adecuada en linfocitos murinos normales de bazo. Este
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hallazgo se determino por medio del ensayo de proliferacion celular basado en
reducciéon de sales de formazan & MTT, (Grdfica 2).

VIII.2. Infeccion de esplenocitos y vectores retrovirales.

En estudios previos, las células linfoides y del sistema hematopoyético han sido
transducidas con vectores retrovirales con una eficiencia de infeccidon de
aproximadamente el 20% de esplenocitos totales (McMillan et al, 2005).

Con el fin de infroducir un gen exdégeno de Bcl-2 en esplenocitos totales a los
ratones infectados con P. chabaudi, se desarrollaron los siguientes plasmidos
retrovirales: pPCLNRX-GFP y  GFP-pCLNRX-Bcl-2, (Figura 9). En ambas
construcciones, el cADN del gen reportero GFP, se subclono bajo el control
transcripcional del promotor de CMV. En el caso de pCLNRX-GFP-Bcl-2, el cADN
de Bcl-2 de rata, fue insertado corriente abajo del promotor de la ADN
polimerasa ll.

Por lo tanto, Bcl-2 sdlo podria expresarse en células en fase de proliferacion,
mientras que la GFP puede ser expresada constitutivamente incluso en las
células quiescentes.

En todos los experimentos se utilizaron particulas retrovirales frescas, para infectar
esplenocitos murinos totales, tal y como se describe en el apartado de
materiales y métodos.

Para detectar la expresion de la GFP, se utilizd microscopia de fluorescencia y se
verificd que el protocolo de infeccidn no tuvo ningun efecto sobre la viabilidad
de los esplenocitos (Figura 15).

VIIl.2.1. Determinacion del MOI éptimo para la infeccion de linfocitos por RV.

El multiplo de infeccion 6ptimo (MOI) se determind por dilucion seriada de
acuerdo al protocolo de rutina establecido en el laboratorio de bioquimica del
INCMyNSZ. Aproximadamente 1x10¢ particulas virales/mL se utilizaron en todos los
experimentos y se mezclaron con 1x10¢ esplenocitos fotales en un volumen de 1
ml manteniendo una relacion 1:1 e incubadas en condiciones habituales de
cultivo celular y en presencia de /L-2. Posteriormente, los esplenocitos
transducidos y cultivados por 18 hrs fueron trasplantados a los ratones irradiados
subletalmente.

Con el fin de evaluar la eficacia de la transduccion, se analizaron los controles
de la expresion de la GFP a los 24, 48 y 72 horas. (Figura 16).
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Eficiencia de RV para la trasferencia de
genes en linfocitos

RV
Control - GFP-Bcl-2

MCL-Laser 488, 1.5 AU. 10% Ganancia.
Departamento de Morfologia Celular y Molecular.

Figura 15. Eficiencia de infeccion por retrovirus para linfocitos totales de bazo in vitro.
Imagen representativa de esplenocitos de ratén transducidos con ambos vectores virales. La GFP
emite una senal luminosa (a 520 nm) en las células transducidas con la construccidn que codifica
soélo con GFP a las 24 hrs.

Es importante senalar que la senal de GFP en las células transducidas con la
construccion de RV-GFP-Bcl-2 (+/+) siempre fue de menor intensidad en
comparaciéon con la construccion que expresaba sélo GFP (RV-GFP), este
fendmeno se observd de manera reproducible en todos los experimentos.

A pesar de que los esplenocitos totales provinieron de diferentes donantes la
transduccion fue reproducible. La eficiencia en la tfransduccion se cuantificd por
citometria de flujo para la busqueda de la proteina reportero GFP a 488 nm. Se
observo un rango entre 25-35% de la poblacion total, positiva para GFP (Figura
17, histogramas central y derecho).
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Figura 16.- Intensidad de fluorescencia de los linfocitos infectados con RV-BCL-2 y RV-GFP.

Expresion de la GFP en linfocitos infectados después de 72 horas de incubacién.
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Figura 17. Histogramas de células infectadas con RV-BCL-2 y RV-GFP/Bcl-2.

Andlisis por citometria de flujo para determinar la eficiencia de transduccién de las células
fransformas con Rv-GFP y RV-Bcl2, antes de ser frasplantadas a los ratones receptores.
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VIIL.3. La localizacién in situ de la GFP reveld la colonizacion del bazo de los
ratones receptores por las células trasplantadas.

Para comprobar el sitio de ubicacion de las células trasplantadas en el bazo de
los ratones receptores, se usd la expresion GFP como un marcador. Siete dias
después del trasplante y la infeccidén con P. chabaudi, los ratones se sacrificardn,
se obtuvo el bazo y se hicieron cortes longitudinales del bazo para la busqueda
de la GFP por microscopia de fluorescencia.

Se detectaron grupos de células fluorescentes en el bazo de los ratones
trasplantados con células transducidas con Bcl-2; en comparacion con los
ratones confroles no fransducidos (-/-) o ratones frasplantados con células
transducidas con GFP (+/-). Interesantemente, las células fluorescentes se
encontraron a lo largo de la periferia del bazo de los ratones trasplantados con
células transducidas con RV-GFP-Bcl-2 (+/+). Estas observaciones demuestran
que la colonizacion de los esplenocitos fransducidos con las diferentes
construcciones retrovirales se llevd a cabo en los ratones receptores
trasplantados con similares eficiencias y la intensidad de la GFP, mantuvo el
mismo patréon que en los ensayos in Vvitro.

Luz de halégeno Luz UV/filtro azul Luz UV
10X 10X 10X

GFP /Bcl-2

e

+/-

+/+

Figura 18. Colocalizacién de las células trasplantadas en el bazo.
Imagenes que muestran los cortes en fresco de los bazos de animales trasplantados con células
fransformadas con RV-GFP y RV-GFP/Bcl-2. El Bazo GFP+/Bcl-2+ muestra la fluorescencia de la
GFP en agrupaciones y en la periferia. La fluorescencia es mayor en este grupo comparado con

los cortes de bazos tfransducidos solo con Rv-GFP.
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VIIL.4. La expresion del ARN mensajero Bcl-2 y la proteina en el bazo de los
ratones trasplantados.

Para identificar y verificar la expresidon del transgen de Bcl-2, en el bazo de los
animales transplantados con células modificadas genéticamente y con los RV,
se realizaron los ensayos de RT-PCR y WB a partir de extractos del bazo de los
ratones trasplantados.

Fue interesante encontrar que el bazo de los ratones trasplantados con células
transducidas con GFP mostraron una mayor cantidad de mARN de Bcl-2 y la
expresion de la proteina (Figuras 19a, GFP). La figura 19B (Bcl-2) muestra la
amplificacion de Bcl-2 en el bazo de los ratones que se transplantaron con
células transducidas con Bcl-2.

El andlisis de WB reveld mayor expresion de la proteina Bcl-2 en el bazo de los
ratones trasplantados con esplenocitos transducidos con ambas construcciones
(Figura 19, GFP y Bcl-2). También se observd en los en ratones que recibieron los
esplenocitos fransducidos con GFP, un aumento de 15 veces en la expresion de
Bcl-2, en comparacion con los ratones que recibieron células sin transducir. Sin
embargo, la expresion de Bcl-2 fue mayor (50 veces mds) en el bazo de los
ratones trasplantados con células transducidas con RV-Bcl-2. (Figuras 19A y B,
Bcl-2).

Estos resultados confirman la sobreexpresion de Bcl-2 cuando las células son
transformadas con retfrovirus que codifica para Bcl-2 exdgeno en el modelo in
vivo; Sin embargo, la sola infeccidon retroviral parece ser suficiente para
promover la expresion de Bcl-2 endégeno (Figura 19).

Esta expresion puede ocurrir en células tfrasplantadas, pero también es posible
que la presencia de la poblacidon frasplantada promueva la expresion
endogena de Bcl-2 en células de su enforno.
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Figura 19. Expresion de mensajero en células transducidas con RV.
La expresion de Bcl-2 a partir de RNA total en células transducidas con RV-GFP, RV-GFP/Bcl-2 fue
documentada por RT-PCR y comparada con la expresidn constitutiva de p-actina (A). La

presencia de la proteina, fue confirmada en el ensayo de WB a partir de proteinas totales (B). La
autoradiografia muestra la interaccidén con el anticuerpo especifico para bcl2 y la expresion
constitutiva de B-actina. La expresion de bcl-2 fue mayor en las células transformadas con RV-
GFP/Bcl-2.

VIII.5. Disminucion de la susceptibilidad al estrés oxidativo en las células que
expresan Bcl-2, tanto in vitro como in vivo.

Como la sobreexpresidon de Bcl-2 confiere proteccidon contra una variedad de
condiciones estresantes, incluyendo altas concentraciones de HO», asi como
inductores de la apoptosis; analizamos si la sobreexpresion del gen Bcl-2
modificaba la viabilidad de las células de los ratones transplantados cuando
éstas se sometieron a estrés por perdxido de hidrogeno.
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La prueba de oro para evaluar el efecto de la sobreexpresion de Bcl-2, es la
resistencia al estrés oxidativo inducida por perdxido de hidrégeno, por lo que
para evaluar la actividad bioldgica de la sobreexpresion de Bcl-2, las células de
bazo fransducidas con las particulas retrovirales que contfenian las

construcciones GFP & GFP-Bcl-2 se incubaron por 2 hrs en presencia de
diferentes concentraciones de H>O» (Figura 20).

Los resultados muestran que la infeccidn con las particulas retrovirales
incremento la viabilidad en comparacion con las células control no tfransducidas
(Figura 20A). Sin embargo, esta diferencia fue estadisticamente significativa a
una concentracion de 4mM de HxO2 para GFP, mientras que para Bcl-2 se
detectd una diferencia significativa en concentraciones de 2 y 4mM de HOz2con
respecto al grupo conftrol (Figura 20-A).

Para determinar si este mismo efecto se podia detectar en las células de los
ratones receptores subletalmente iradiados en el dia 7 postransplante, los
ratones reconstituidos con las células transducidas con RV-GFP o bien con RV-
GFP-Bcl-2, se sacrificaron, se extrajeron las células de bazo y se incubaron
durante 2 horas en presencia de diferentes concenfraciones de H202, los
resultados se muestran en la figura 20-B.

Las células de los ratones trasplantados con células transducidas (RV-GFP+ o RV-
GFP-Bcl-2+) mostraron mayor viabilidad al estrés con perdxido de hidrogeno. Esta
diferencia fue estadisticamente significativa, al comparar la viabilidad de las
células control y las que provenian de ratones transplantados con las células
transducidas con los retrovirus GFP-Bcl-2 en todas las concentraciones de HO»
analizadas (1, 2y 4 mM).

La mayor proteccion al estrés se detectd a una concentracion de TmM de H2O2
y para el caso de las células de ratones que se reconstituyeron con las células
transducidas con GFP, solo se detectd diferencia significativa con respecto al
control en la concentracion de 4mM de H,O- (Figura 20-B).
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Figura 20. Resistencia a peroxido de hidrogeno de las células transformadas con los retrovirus
RV-GFP/Bcl-2 y RV-GFP.

La grdfica A muestra la resistencia a H202 después de 48 horas de cultivo y 2 horas de
incubacion. La grdfica B muestra la resistencia a H2O2 después de 72 horas. En todos los grupos,
la resistencia fue mejor a 1 mM, pero siempre mayor en el grupo de Bcl-2.

Este incremento en la expresion de bcl-2 enddégeno no es sorprendente, ya que
en condiciones habituales, la infeccidon celular por un virus, causa secuestro de
la maquinaria celular para enfocarla a la replicacion viral, este mecanismo esta
mediado por un bloqueo de p&3 y un ligero incremento de Bcl-2.

VIIL.é. Evaluacion histopatologica de los bazos de los ratones trasplantados con
células transformadas.

Desde el punto de vista macroscopico, los bazos de los ratones frasplantados
con células control sin transformar, mostraron una mayor friabilidad (Figura 21).
También presentaron mayor cantidad de zonas hemorrdgicas en comparacion
con los bazos de animales trasplantados con células no transformadas.

VIIL.&.1. Andlisis histologico y morfométrico del bazo.

Todos los bazos de los ratones receptores se analizaron macréscopica y
microscopicamente. Desde el punto de vista macroscopico, todos presentaron
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un incremento en la friabilidad, una disminucidon de tamano y multiples zonas
hemorrdagicas, pero fue mds evidente en los grupos control y GFP.

En el estudio microscopico, la histologia del bazo de los ratones trasplantados
con esplenocitos normales (Figura 22-A, Normal) fue diferente en comparacion
con el bazo de los ratones no trasplantados (Figura 22-A, CTRL). El bazo de los
ratones trasplantados con células no transducidas e infectados con P. chabaudi
reveld6 una marcada reduccion de la celularidad (Figura 22-C, CTRL), cerca de
40% con respecto a los bazos los animales no tfrasplantados.

De acuerdo al reporte de patologia, mds del 90% de estas células fueron
inmunoblastos (Grdfica 3, barras rojas) que se localizaron en el compartimento
linfoide, ademdas de mostrar una proporcion de pulpa roja:blanca fue de 1:3 en
el bazo de los ratones trasplantados con células no transducidas comparados
contfra una relacion 1:5 en condiciones normales de bazos no trasplantados
(Figura 22A, Normal y Control).

También se observaron en los bazos de los ratones trasplantados con
esplenocitos no transformados, depdsitos de hemosiderina y detritus. En el grupo
de los bazos trasplantados con RV-GFP+, el total de la poblacion de células
linfoides en el compartimento fue de un 53%, comparado con el normal (Grdfica

).

w

Las células mds abundantes fueron los inmunoblastos (90% de las células
cuantificadas por morfometria), y una pequena poblacion de macréfagos.
También, se encontraron cuerpos apoptoticos y figuras mitdticas distribuidos al
azar. Ademds, la pulpa roja se incrementd con un gran nUmero de células
parasitadas; asi como de macréfagos con hemosiderina (datos no mostrados).
La proporcion de pulpa roja:blanca fue de 2:1.
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Trasplantados Control Trasplantado + RV Trasplantado + RV /GFP-
IGFP Bcl-2

Figura 21. Microfotografias del aspecto macroscépico de los bazos teiidos con H&E.
Notese la friabilidad de los mismos y el aspecto hemorrdgico del bazo control comparado con el
de los ratones trasplantados con esplenocitos modificados genéticamente. Se aprecia una
menor fribilidad y un aspecto morfolégico mds organizado en el bazo de ratones trasplantados
con Rv-GFP/BCL2.

En el caso de los ratones trasplantados con células transducidas con RV-Bcl-2 e
infectados con P. chabaudi (Figura 22-A, Bcl-2) se encontré un incremento de la
celularidad; 77% en comparacion con el bazo normal (Grdfica 3, Bcl-2).

Es importante indicar que los bazos de este grupo, mostraron la presencia de
una nueva poblacidon de células caracterizadas por un tamano pequeno, con
nucleo central definido y redondo (Figura 22 y grdafica 3).

El andlisis morfométrico, mostrdé que esta nueva poblacidn, representa el 30% de
los esplenocitos totales, mientras que los inmunoblastos y macréfagos
comprenden el 66% vy el 4%, respectivamente. Sin embargo, como se observa en
la grdfica 3, el nUmero de macréfagos e inmunoblastos, fue muy similar en los fres
grupos infectados con P. chabaudi (CTR, GFP y Bcl-2). Combinada con otros tipos
de células en el compartimento linfoide, representd menos del 1% de la
poblacion total. La proporcion de pulpa blanca: roja fue similar a la observada
en el grupo de GFP+ (2:1).
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Figura 22. Histologia del bazo de ratones infectadoso con P. chabaudi y trasplantados con
células modificadas geneticamente.
Microfotografias del andlisis histopatoldgico de los bazos de ratones tenidos con H&E. Se observd
una mejor organizacién histoldgica en los bazos de ratones trasplantados con esplenocitos RV-
Bcl-2+ (A). Destaca la presencia de una poblacion de células pequenas y la aparicion de vasos
sanguineos en el grupo de bazos RV-Bcl-2+ (B).

Distribucién de la poblacidon celular del bazo.
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Grdfica 3. Andlisis morfométrico de la poblacion celular de los bazos de ratones infectados con
p. chabaudi y trasplantados con células modificadas genéticamente. Resalta la aparicion de

una poblacién de células pequenas (columna roja) que no se encuentra en los otros grupos. Esta
poblacidén se caracterizd por nicleos redondos y de aspecto metabdlico activo.
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VIIL.7. El trasplante de células transducidas a los animales infectados con P.
chabaudi, reduce la parasitemia.

Durante la infeccidbn por P. chabaudi, se han descrito mecanismos
inmunoldgicos implicados en la destruccion de los eritrocitos infectados, que
incluyen a los macréfagos activados del bazo, la citotoxicidad celular mediada
por anticuerpos, la activacion del sistema de complemento, etc (99.100),

Ademds, se han descrito alteraciones en los mecanismos de regulacion de la
respuesta inmune que conducen a la inmunosupresion misma que podria
explicarse con la activacion de la apoptosis de los linfocitos. Este fendmeno ya
se ha descrito en la malaria por ofros autores (101), asi como en ofras parasitosis
como las producidas por Leishmania sp y por Schistosoma sp (102, 103),

La parasitemia fue evaluada diariomente a partir del dia 4 y hasta el dia 7
después de la infeccion con Plasmodium chabaudi. Los niveles de |la parasitemia
aumentarén de manera gradual en los fres grupos

Sin embargo, en el dia 5 post-infeccion, los ratones trasplantados con los
esplenocitos transducidos con ambos RV'’s, mostraron una disminucion fransitoria
en la parasitemia de hasta 10 veces (cuadrados y fringulos sélidos, p <0,01) en
relacion al grupo conftrol (Figura 23).

Ademds, los ratones trasplantados con células fransducidas con Bcl-2 (fridngulos
solidos, p <0,05), mostraron un nivel de la parasitemia significativamente menor
en comparacion con los ratones trasplantados con células tfransducidas con GFP
(cuadrados sdlidos). Sin embargo, en el dia 6, el efecto protector de la sobre
expresion del gen Bcl-2 se ha perdido.

Llegamos a la conclusion de que la fransduccion retroviral confiere una
proteccion fransitoria, que se fortalecid con la expresion adicional de Bcl-2.
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Figura 23. Evolucion de la parasitemia en los fres grupos de ratones.
La figura esquematiza la evolucidon de la parasitemia y su retraso en el dia 5 en los grupos

fratados con RV-GFP y RV GFP/Bcl-2. Sin embargo, la parasitemia retoma su curso después del
dia 6.
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IX. DISCUSION

El uso de vectores virales para la terapia génica se ha centrado en un intento
por la correccion de alteraciones genéticas asociadas al cdncer, a las
enfermedades metabdlicas o a las monogénicas hereditarias (Bartsch et al,
2007; Bilbao et al., 1999; Gémez-Navarro y Curiel, 2000; Grompe et al, 1995; y
Muul Candotti, 2007).

De acuerdo con el Ultimo reporte de la Sociedad Europea de Terapia Génica y
Celular (ESGCT 2010), el foro mas anfiguo y reconocido en el mundo en su
género, destaca por su aparicion, desde hace 5 anos, el uso de las estrategias
de terapia génica mediadas por virus para el posible tratamiento de las
enfermedades infecciosas tales como Sindrome de inmunodeficiencia por HIV,
tuberculosis, leshmaniasis y esquistozomiasis (104, 105, 106, 107).

En este trabajo, se disend un sistema de terapia génica para un modelo
experimental de malaria murina que utilizd los métodos convencionales para
infroducir de manera exdégena el cDNA de Bcl-2 en esplenocitos murinos, con el
objeto de interferir en la apoptosis de los mismos, en ratones singénicos CBA/Ca
infectados con P. chabaudi AS, con el fin de estudiar una posible aplicacion e
intfervencion fterapéutica.

Se ha demostrado que los vectores RV’s son las herramientas mas eficientes para
lograr una expresion constante y permanente del fransgen en las células
hematopoyéticas (107. 108)  En el modelo utilizado, a pesar del porcentaje
relativamente pequeno de células transducidas con los vectores RV que
repoblaron el bazo de los ratones irradiados (receptores), su presencia parece
ser suficiente para inducir efectos bioldgicos contfra Plasmodium.

Al igual que ofros estudios descritos anteriormente (Del Vecchio et al, 2001;
Kinyanjui et al, 2006; McMillin et al, 2005), en donde se han utilizado vectores
virales para la transferencia de genes, se encontré el problema de lograr una
infeccion lo suficientemente eficiente como para obtener una respuesta
bioldgica robusta (Figura 16 y 17) y de expresion permanente. Por lo anterior, se
infentd aumentar la eficiencia de la infeccion utilizando diferentes estrategias:

i) la identificacion del momento 6ptimo de cosecha de las particulas
virales.

i) el empleo de métodos de concenfracidon y conjugacion de
particulas RV con diferentes reactivos, como el bromuro de
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hexadimetrina (Polibreno) o é-sulfato de condroitina (Cepko, 2001; Del
Vecchio et al, 2001; McMillin et al., 2005).

i) el uso de una variedad de protocolos de re-infeccion vy, finalmente,

iv) la estimulacion de la replicacion celular de la poblaciéon transducida
con factores de crecimiento como la rlL-2.

La combinacion optima de todas estas variables en el diseno experimental
permitié lograr una eficiencia de transduccion de aproximadamente 30%,
(Figura 17).

El protocolo para la reconstitucion mds frecuente en modelos experimentales de
trasplante de esplenocitos utiliza el total de la poblacién, debido a que se cree
que se requiere de las interacciones entre las distintas poblaciones celulares
para la generacion de una respuesta inmune adecuada (Legorreta-Herrera et
al., 1993). Por lo anterior, se trasplantaron esplenocitos totales después de la
infeccion in vitro.

Los intentos preliminares de caracterizar las células fransducidas sugieren que se
incluyen células B220+, una minoria de células CD3 + y ofras células negativas de
estas senales. Si bien es posible que la repoblacidon esplénica con células no
transducidas, puede contribuir a los efectos protectores observados.

A pesar del bajo nuUmero de células transducidas utilizadas en el trasplante, fue
posible identificar a las células GFP+ en el bazo de los ratones trasplantados a las
48 horas y hasta 7 dias después del frasplante (Figura 18). Es importante indicar
que la infeccion con los retrovirus que solo tenian al gen reportero (pRV-GFP),
incrementd la expresion de Bel-2 enddgeno in vivo 7 dias post-trasplante (Figuras
19A y 19B).

Teniendo en cuenta que sélo un pequeno numero de células positivas a GFP
estuvieron presentes en el dia 7 post-trasplante, es posible que la presencia tanto
del ARNm como de la proteina Bcl-2 se debe a las células residentes no
transducidas pero que modificaron su expresion en presencia de células
transformadas

Es posible que la fransduccion con el RV-Bcl-2 confiera un aumento de la
supervivencia en las células blanco, y mds alin, que podria influir en la mejoria
del resto de los esplenocitos.

Los datos obtenidos también confieren elementos que sugieren que las células
transducidas influyen en el microambiente esplénico posiblemente a través de la
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secrecion de factores pardcrinos, tal como se ha observado en la migracion vy
adhesion de las células troncales que sobreexpresan bcl-2 implantadas en
epitelios o mesenquima como odontoblastos o cardiomioblastos (109, 110),
Alternativamente, la presencia de las células transducidas puede activar una
respuesta bioldgica en el resto de la poblacion de esplenocitos y protegerlos del
estrés celular, tal como se ha demostrado en células froncales sometidos a
hipoxia, donde se ha observado una diferenciacion sinérgica inducida con la
eritropoyetina y el factor estimulador de granulocitos y macréfagos enddgenos
(GM-CSF) (1),

En cualquier caso, es un hecho que la expresion fransgénica de Bcl-2 contribuye
a la proteccioén in vitro contra el HoO2, asi como la disminucion de la parasitemia
observada in vivo (Figura 19) en los animales trasplantados con explenocitos RV-
BCL-2+.

En cambio, la morfologia y citoarquitectura del bazo, se conservaron mejor
Unicamente en los ratones infectados con Plasmodium chabaudi AS y trasplantados
con células transducidas con RV-Bcl-2. Este efecto se aprecid
macroscopicamente como: 1) una menor friabilidad del érgano; 2) menor
cantidad de zonas hemorrdgicas vy, 3) la preservacion de la proporcion de pulpa
blanca en comparaciéon con el bazo normal.

En el modelo estudiado, el dano esplénico durante la infeccidn por Plasmodium
muestra una marcada reduccion de la celularidad en el grupo control en
comparacion con los ofros fres grupos; probablemente, a pesar de la
esplenomegalia y el menor nUmero de células, que puede ser debido a mayor
edema intersticial y al incremento de detritus intraesplénica, asi como a una
reduccion de células vivas.

El aumento de la friabilidad esplénica se observa comunmente durante la
progresion de la malaria, pudiendo en algun momento complicarse con una
ruptura esplénica. Este evento ocurre como consecuencia de la eliminacion de
los eritrocitos parasitados por el bazo (112), Sin embargo, el procedimiento de la
radiacion utilizado para promover el implante celular en este modelo animal
podria tener un efecto negativo sobre la integridad esplénica. Estos factores
podrian explicar el aumento de friabilidad del bazo en los diferentes grupos de
ratones estudiados.

Adicionalmente, la marcada reduccién de la friabilidad esplénica observada
solo en los ratones trasplantados con células transducidas con Bcl-2, se
correlaciona con los incrementos en la sobreexpresion de la profeina Bcl-2
exdgena (Figura 20).
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Resulta interesante la emergencia de una nueva poblacidon de células
representadas principalmente por las células con morfologia similar a los
linfocitos maduros. Un andlisis mds detallado con marcadores antigénicos de
superficie podria definir mejor esta poblacion (Figura 22, Bcl-2, magnificada en la
Figura 22B), para asi identificar los componentes celulares que modifican la
poblacidn celular. Recientemente este fendmeno de reclutamiento celular ha
sido descrito también por Giusti IP y cols (2011), encontrando células dentrificas
en un modelo de malaria (119),

Recientemente, Hanson et al (2009) reportaron que el aumento de los niveles
infracelulares de Bcl-2 confiere un efecto bioldgico apoptdtico o antiapoptdtico,
que depende del tipo de promotor utilizado para expresar Bcl-2. En este estudio,
la expresion exdgena de Bcl-2 estd dirigida por el promotor de Pol-ll, por lo que la
expresion de Bcl-2, se limita sélo a células en fase de duplicacion.

Cabe senalar que la expresion de Bcl-2, enddgeno se incrementa en los ratones
RV-GFP+. Por consiguiente, en el grupo de ratones RV-Bcl-2+, un efecto aditivo
de Bcl-2 enddgeno y exdgeno podria ser postulado.

Estas observaciones y hallazgos en conjunto, sugieren que un pequeno numero
de esplenocitos modificados genéticamente tienen efectos bioldgicos
importantes, probablemente debido a que promueven el reclutamiento de las
células normales o de otros érganos linfoides como las placas de Peyer, ganglios
linfaticos o incluso de la médula ésea, por la secrecidon sostenida de estimulos
pro-inflamatorios o quimiotdacticos (IL4, IL10, FasL, TNF, Leukotrienos) (112.119), o |a
activacion de senales de fransduccidon de factores de crecimiento
hematopoyéticos (GMCSF, eritropoetina), o incluso péptidos con actividad
especifica u hormonas (Tiroxina, hormona de crecimiento, o testosterona)(113), En
este sentido, la malaria ofrece un modelo interesante en la que el bazo juega un
papel central en la destruccion de los eritrocitos parasitados (112),

En resumen, el efecto bioldgico de un pequeno nimero de células que expresan
Bcl-2 recombinante y que preservan la morfologia y la citoarquitectura
esplénica, podria interpretarse a favor de la supervivencia y la maduracion de
las células contiguas. Un efecto similar se ha informado anteriormente en un
modelo de células endoteliales, en el cual las células madre de corddn umbilical
adquieren caracteristicas epiteliales y migran cuando se encuentra una
sobreexpresion de Bcl-2 (Enis et al, 2008).

El efecto bioldgico mdas dramdatico de esta sobreexpresion, se observa con la
disminucion de la parasitemia en el dia 5, el cual fue 10 veces menor, lo que
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traduce una respuesta de proteccion contra el pardsito, a pesar del pequeno
numero de células frasplantadas y fransducidas con los vectores retrovirales.

Sin embargo, no queda clara la causa del porqué la proteccion es fransitoria. Si
bien la terapia génica se basa en la premisa de la infroduccion de un cADN
para compensar deficiencias enddgenas, se encontré que en el caso de la
malaria experimental murina, la presencia de esplenocitos transducidos con el
vector retroviral vacio tiene un efecto protector significativo tanto in vitro como
in vivo.

En conjunto, los hallazgos encontrados sugieren que el procedimiento de la
transduccion con el vector RV es suficiente para inducir una disminucion
transitoria de |la parasitemia, una arquitectura mas conservada del bazo, menor
friabilidad y rearreglos de la poblacion celular del bazo.
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X. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Si bien el presente modelo no representa una estrategia terapéutica con
impacto clinico, permite inferir que, a pesar del efecto bioldgico menor que se
observa en los animales trasplantados con células modificadas genéticamente,
la expresion del gen exdgeno (Bcl-2) pudiera tener efecto sobre algunas vias de
crecimiento y proliferacion celular, como los que se han descrito en células
epiteliales froncales mesenquimales; y mas aun esta puede estar implicada en
varios eventos asociados a una infecciéon por plasmodium como por ejemplo:

1. La hipoxia fisular, inducida por la anemia severa caracteristica de la malaria.
2. El incremento de factores de crecimiento y citocinas que intenten restaurar
esta asociacion y que reclutan o movilizan otras células circulantes tales como
monocitos o células dentriticas (113.119),

3. La activacion de vias de proliferacion celular hematopoiéticas, incluyendo la
estimulacion de células troncales hematopoyéticas (112.113); y por Ultimo,

4. La posible activacion de vias angiogénicas, como respuesta secundaria a la
hipoxia celular observada en otros modelos (114),

Adicionalmente, los cambios en la citoarquitectura del bazo, tales como la
mejor preservacion, la posible aparicion de nuevos vasos sanguineos, y la
reduccion marcada del edema; pueden ser consecuencia de la activacion de
angiogénesis por Bcl-2 (1149 como se ha descrito en ofros modelos de
diferenciacion y de metdstasis celular. Este fendmeno también se ha reportado
en células troncales de corddn, en donde también pudiera existir una posible
inferaccién con las vias de diferenciacion celular y mecanismo angiogénicos
(1%), En fodo caso, la aceleracion de la reconstitucion de linfocitos con la
sobrexpresion de bcl-2, ha sido descrita por Uchida y cols, 2011(117),

Recientemente, Mandoki y cols, 2011 (19 ha postulado que el efecto y la
respuesta de algunas hormonas manifiestan efectos pleiotropicos, que solo
pueden ser explicados como resultado de la interaccion de factores presentes
en el contexto fisiologico o fisopatoldgico, lo cual ha sido observado en
fendmenos oncoldgicos que modifican la apoptosis y la utofagia (120),

En conclusion, los hallazgos en este proyecto, se pueden interpretar como el
resultado de la interaccidon de un conjunto de factores que modulan el efecto
pleiotrépico de Bcl-2 (exdgeno y enddgeno), que dependen de la regulaciéon
genética, la activacion de factores mitogénicos de la estirpe linfoide o
hematopoyético, asi como la presencia de factores de crecimiento, ademds del
contexto fisioldgico y la evolucion propia de la enfermedad.
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Por ultimo, el ligero retraso de la parasitemia observado en el grupo experimental
es significativo en el dia 5. Este evento, tfraducido a la medicina clinica humana,
pudiera representar un periodo de tiempo mds largo de evolucion, lo que
permitiia una ganancia de fiempo, para una mejor atenciéon oportuna del
paciente.

En perspectiva, se puede realizar un estudio similar, explorando el uso de un
vector que permita la expresion temporal con un Ad o VAA. Este esquema
tendria la ventaja de abatir la posible integracion al genoma, ya que estos
vectores son de localizacion episomal. Como consecuencia, también permitiria
descartar la presencia de un factor oncogénico por insercion en algun sitio fragil
del genoma de las células huésped (117),
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Summary
Malaria is one of the most important infectious diseases worldwide. During acute infection, the activation of the
immune response and parasite clearance by the spleen are key host defence mechanisms. Apoptosis of lymphocytes
is believed to compromise the immune response in malaria cases. As limited progress has been made using gene
therapy against parasitic infections, we explored the potential beneficial effect of reconstituting Plasmodinm
chabaudi infected mice with transduced splenocytes overexpressing Bel-2. An ecotropic retrovirus encoding GFP
and Bcel-2 was packaged in 293T cells. A second retrovirus expressing only GFP was used as control. Initially,
CBA/Ca mice were transplanted with 2 x 10 total splenocytes from syngenic donor mice transduced with retroviral
particles. Two hours later recipient mice were infected with 5 x 10* P. chabaudi parasitised erythrocytes.
Parasitaemia was evaluated every 24 h. Seven days post-infection, we evaluated splenic histology and Bel-2
expression via RT-PCR and western blot. The protection against H,0,- induced apoptosis was tested on isolated
total splenocytes. The efficiency of retroviral infection, expression of Bcl-2 and reporter gene was confirmed by
Fluorescence microscopy, RT-PCR and western blotting of splenocytes from transplanted with cells transduced
with GFP- or Bel-2-expressing retroviruses. Parasitaemia in mice transplanted with GFP-transduced splenocytes
transiently decreased 10-fold at day five after Plasmodium infection and was further decreased when mice were
transplanted with Bel-2-transduced splenocytes. The splenic architecture of mice that received transduced cells was
preserved compared to control mice. Cytoprotection in vitro was enhanced with the Bel-2 construct. The protective
effect correlated with increased the cellularity in the spleen and overexpression Bel-2. We tested the use of standard
gene therapy strategies based on the reconstitution of irradiated mice with genetically modified heterologous cells in
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an experimental murine model of malaria. We observed transient reduction of parasitaemia, preservation of splenic
architecture and increased cell survival in vitro against oxidative stress. Although the experimental design aimed to
test the effect of Bel-2 overexpression, transplantation of cells transduced with the empty retroviral vector resulted
in a significant protective effect accompanied by the increased expression of endogenous Bel-2.

I. Introduction

Malaria is the leading infectious cause of death
worldwide, and estimated of two billion people (more than
40% of the world population) live in areas with a high risk
of infection. The global annual incidence ranges between
three to five hundred mullion clinical cases, with a total
mortality between 2 to 3 millions a year (Wykes and
Good, 2007).

Attempts to curtail the devastating effects of malaria
have encountered many obstacles including the rapid
development and spread of vector resistance to residual
insecticides, a decreasing parasite response to clinically
used drugs and the lack of effective and affordable
alternative anti-malarial therapies. Despite all these
difficulties the use of the gene therapy against infectious
diseases, particularly malaria, has been poorly explored.

The cellular immune response to Plasmodium
infection has been widely studied (Good and Currier,
1992; Taylor-Robinson and Phillips, 1993; Von Der Weid
et al, 1994). In general, acute infection with Plasmodium
is associated with the activation of peripheral T cells,
alterations i the level of cytokine production (Cross and
Langhome, 1998) and lymphopaenia (Wipasa et al. 2001).
These changes can compromise the immune response and
have been explained by apoptosis of Iymphocytes,
relocation of peripheral lymphocytes or both. In fact, it has
been shown that schistosome, toxoplasma, and
trypanosome  infections induce apoptosis in host
mononuclear cells (Lopes et al, 1995; Khan et al, 1996;
Estaquier et al, 1997). Moreover, apoptosis of
lymphocytes may contribute o parasite survival, through
down regulation of anti-parasite inflammatory responses
and 1mmunosuppression.

Bel-2 was the first characterised member of a family
of genes that regulate apoptosis by preventing or inducing
cell death (Korsmeyer et al, 1995; Kluck et al, 1997; Yang
et al, 1997). The biochemical basis of their actions has not
been completely elucidated and remams unclear.
However, over-expression of Bel-2 can block many forms
of apoptosis in transfected cell lines, transgenic mice or
transduced organs m several m vivo models (Bilbao et al,
1999; Molto et al, 2003; Mitsiades et al, 2007).

Apoptosis is a major mechamism y which the
development, maturation and activation of lymphocytes is
regulated. During Plasmodium infection, apoptosis has
been implicated as a mechanism whereby parasites escape
from the immune system. Helmby et al have described the
mereased frequency of apoptosis in macrophages, B and T
cells in the spleen of P chabaudi-infected mice (Helmby et
al, 2000). These alterations correlate with increased
expression of Fas and Fas-ligand, suggesting that
apoptosis is, in part, Fas-mediated.

Gene therapy aims to comect defects in gene
expression through the expression of exogenous proteins

introduced by genetic vectors (plasmids and viral vectors)
encoding the comesponding cDNAs. Although this
principle can be applied to a variety of diseases its
applications to the treatment of infectious diseases remains
to be developed. Reconstitution of mfected individuals
with genetically modified immune cells provides a simple
application of the principles of the genetic therapy in these
kinds of diseases.

If apoptosis is important for the progression of
malaria, overexpression of anti-apoptotic proteins such as
Bel-2 should have a protective effect. Consequently, we
explored the evolution and course of parasitaemia i P.
chabaudi-mfected muce previously transplanted with
splenocytes over-expressing Bel-2, as well as the
resistance against hydrogen peroxide-induced apoptosis in
splenocytes. We also documented the cytoarchitecture and
histology of the spleen during P. chabaudi infection.

II. Materials and Methods

A. Animal model design

CBA/Ca mice (kindly donated by Dr. W. Jamra, National
Institute for Medical Research, London, UK) were used in all
experiments; animals were maintained and cared for according to
the Mexican Animal Regulations in a specific pathogen free
environment. Splenocytes were 1solated from healthy male mice,
cultured in RPMI-1640 media supplemented with 10% foetal
bovine serum, penicillin-streptomycin and amphotericin B (100
U/ml, 100 pg/ml and 025 pg/ml respectively) and stimulated
with recombinant IL-2 (100 U/ml Sigma, USA). Cells were
transduced with retroviral vectors encoding either GFP alone or
GFP and Bel-2. After twenty-four hours post ransduction the
cells were transplanted intravenously (iv) into sub-lethally
iradiated mice in tree groups: 1) Control: non-transduced cells;
2) GFP: cells expressing only GFP; 3) Bel-2: cells expressing
both GFP and Bel-2. The sub-lethal mmadiation allowed the
transplanted cells to repopulate the spleen of the recipient mice.
After four hours post transplant, all mice were infected with P.
chabaudi parasitised erythrocytes. Mice were bred and
maintamed at the FES-Zaragoza-UNAM animal care facility In
microisolator cages and were provided with a parasite promoting
diet (TD.993 Harlan USA) and acidified water ad libifum;
animals were sacnficed at the indicated days post-infection for
the dafferent studies.

B. Plasmid constructs

All retroviral plasmuds were based on the echotropic
system using the Moloney Leukaemia Virus (MLV) Long
Terminal Repeats (IMGENEX Corp.). The pCNRX-GFP plasmid
expresses of the green fluorescent protein (GFP) under the
transcriptional control of the minimal CMV promoter, flanked by
the LTR s of MLV The Bel-2 ¢cDNA was cloned downstream of
the DNA Polymerase II promoter mto an EcoRI site of the
pCLNRX-GFP plasmid. The resulting construct was named
pCLNRX-GFP-Bel-2. Endotoxin-free, high scale plasmid
preparations (Qiagen Ine, USA) were used for plasmid
sequencing, transfection assays. functional expression and viral
packaging in HEK-293T cells.
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C. Packaging of retroviral particles
The might before transfection, 3 x 10° HEK-293T cellsiwell
were seeded m 6-well plates with DMEM media

(Gibco/Invitrogen, USA) supplemented with 10% heat
inactivated foetal bovine serum, (Gibco/Invitrogen) and
mcubated at 37°C with 5% CO,.

The media was replaced 3 h before co-transfecting the cells
with 5 ug of both pCLNRX-GFP and pCL-Eco or pCLNRX-
GFP-Bel-2 and pCL-Eco using a calcium phosphate precipitation
protocol (Gibco/Invitrogen). In all transfection experiments,
endotoxin-free plasmids were used to transfect the cells. The
media was replaced 24 h post-transfection and the supematants
were collected 48 h after transfection. polybrene (Sigma, USA)
was added to a final concentration of 8§ yg/mL before infecting
the target splenocytes.

D. Retroviral infection

Splenocytes were isolated from healthy male mice and 3 x
10° cells were maintained in supplemented RPMI-1640 and 100
U/ml of recombinant IT -2 (Sigma-Aldrich, USA). The infection
procedure was performed by adding the retrovirus-contaming
supematants at al:l ratio to the splemocytes. After 24 h of
mcubation under standard conditions, transduced cells were used
for transplants.

E.Irradiation and spleen cell-transplant

Recipient mice were exposed to y-irradiation equivalent to
a total dose of 45 Gy at a rate of 450 cGy /min using the
Siemens Biomed Inc. imadiator with a Cobalt-68 source
(Instituto de Ciencias Nucleares, UNAM). Two hours post-
iradiation, the mice were transplanted with 2 x 107 transduced
splenocytes resuspended in 100 xl of PBS (Gibco/ Invitrogen) by
1v Injection.

F. Infection and parasitaemias

Groups of 6-8 week-old male CBA/Ca mice were
moculated v with 5 X 10° P. chabaudi-parasitised erythrocytes
as previously descnbed (Legomreta-Herrera et al, 1993). Parasites
were kindly donated by Dr. K N Brown (National Institute for
Medical Research, London, UK). Parasitaemia was evaluated
with Giemsa-stained blood smears starting at day 4 through day 7
post-infection. The course of infection in each group is shown as
the percentage of parasitaemia.

G. Bel-2 mRNA expression

On day 7 post-infection. mice were sacrificed and splenic
mRNA was extracted using Trizol (Invitrogen). DNA was
digested with DNAse I (Invitrogen) according to the
manufacturer’'s instructions and total RNA was quantified
spectrophotometrically. Total RNA (15 ug) was reverse
transconbed using 05 mM dNTP’s (Pharmacia, Uppsala,
Sweden), 40 U of RNAse inhibitor (Invitrogen) and 200 U of
MMLV-RT (Invitrogen) and incubated at 37°C for 30 min. A 1
w1 sample of the resulting ¢cDNA was used to amplify Bel-2 and
p-actin in duplicate. Both the number of cycles and the cDNA
concentrations were optimised such that the reactions were in the
loganthmic phase of amplification.

The followmng primers were used for Bel-2 amplification:
forward TCATGAAGACAGGGGCCTTTT, Ieverse
TGGAGCTGCAGAGGATGATTG; and for B-actin: forward
GTGGGCCGCTCTAGGCACCAA, Teverse
CTCTTTGATGTCACGCACGATTTC. PCR reactions were
performed in a total volume of 20 pl. Amplification was carried
outin 50 mM KC1, 10 mM Tns-HCI, 0.1 mg/mL Gelatin (Sigma-
Aldnch), dNTP's 200 mM each (Pharmacia. Uppsala, Sweeden),
2 mM MgCl,, 100 n moles each pomers, 05 U Ampl Taq
polymerase (Applied Biosystems, Branchburg, NY, USA) and 1
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L of the cDNA (RT reaction mixture). fi-actin and Bel-2 were
simultaneously amplified in the same tube. After 28 cycles, the
PCR products were separated on 5 % acrylamide gels and stained
with ethidium bromide. Band mtensity was measured via
densitometry (GelDoc, BioRad, Hercules, USA). Results are
shown as the ratio between the density (arbitrary units) of Bel-2
and the density of [i-actin.

H. Microscopy analysis

GFP expression in infected cells was detected using an
epifluorescent microscope (Bio-Rad Inc). Histological analysis
was performed on frozen spleen slice sections embedded m
Tissuetek (Dako). Several slices were fixed for routine
haematoxylin and eosin staining protocol. Morphometric analysis
and histopathological description was performed in the
Department of Pathology of the Instituto Nacional de
Rehabilitacién (Mexico City).

L. Cell phenotype characterization

Suspensions of 1 x 10" splenocytes were washed in PBS
and stained with pre-calibrated dilutions of PE-conjugated anti
mouse CD3, CD4, CD8 or B220 monoclonal antibodies (BD
Phamuingen, San Diego, CA, USA). Cells were incubated for 30
min at 4 °C, washed twice with FACS-buffer (0.1% bovine
serum albumun, 0.1% sodmum azide m PBS) and suspended in
500 pl of the same buffer. Fluorescence was analysed using a
FACSCalibur flow cytometer and Cell Quest software (BD, San
Jose, CA, USA). For each sample, 40,000 events were acquired
and analysed. Dead cells were excluded by gating on PI negative
cells.

J. Statistical analysis
Student’s t-test was used

significance.
II1. Results

A. Expression vectors and splenocyte
infection

Hematopoietic and lymphoid cells that have been
transduced with retroviral vectors have been reported to
reconstitute approximately 20 % of the total population of
splenocytes (Mcmillin et al, 2005; Ide et al, 2008). In
order to introduce a recombinant form of Bel-2 into total
splenocytes of mice which will be infected with P.
chabaudi, to retroviral expression vectors, pCLNRX-GFP
and pCLNRX-GFP-Bcl-2, were developed (Figure 1A).
In both constructs, the GFP ¢cDNA was placed under the
transcriptional control of the CMV enhancer promoter. In
the case of pCLNRX-GFP-Bcl-2, the ¢cDNA of rat Bel-2
was placed under the control of the DNA polymerase II
promoter. Therefore, Bel-2 will only be expressed in
proliferating cells, while GFP should be constitutively
expressed even in quiescent cells.

Freshly prepared retroviral particles were used to
transduced total munne splenocytes as described in
Matenals and Methods. Using fluorescence microscopy to
detect the expression of GFP, we verified that the
transduction protocol had no effect on the viability of the
splenocytes (Figure 1B). The optimal multiplicity of
mfecion was determined by semal dilution.
Approximately 1 x 10° viral particles/m] were used in all
experiments and mixed with 1 x 10° total splenocytes in a
final volume of 1 ml Normally, splenocytes were

to determine statistical
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transplanted mto irradiated mice 18 h after in vitro viral B. In situ localization revealed homing of

infection. In order to evalate the efficiency of  gpapeplanted cells to the spleens of recipient

transduction, control cultures were monitored for GFP ——

expression for 24, 48 and 72 h (data not shown). Figure L >

1B shows representative images of transduced To ‘en.fy_ ﬂ_le homg of the transplanted cel_ls to the

splenocytes. The GFP signal was always bright in cells spleens gf fec:g;eut mice, we used AGFP “gffess!"“ ity

transduced with the construct encoding only GFP (Figure MMk Sa e adys pqst—transplanta_uon ANEL RSPV Wil

1B, +/-). The GFP signal in cells transduced with the P. clrabaudl,_long;tudma] spleen slices were analysed for
GFP expression. Large clusters of fluorescent cells were

construct encoding Bel-2 (+/+) was always of a lower . n A
: R : detected in the spleens of mice transplanted with Bel-2
mtensity compared to the construct expressing only GFP. wanelicsd vells (Figms 32, Bob2) comgaed 1

Despite the fact that the splenocyte came from different
donors the transduction was consistent and reproducible. untrans_@uced controls (-/-) o to GFP-transduced cells (+/-
The transduction efficiency was quantified by flow - dditionally, more fluorescent cells were found alone
cytometry on the transduced cells 25-35 % of the total the periphery qf the spleens ,?f e u_‘ansplanted with cells
population of transduced splenocytes was GFP positive  ansduced with the Bcl-2-expressing oy (+4).
(Figure 1C central and right histograms) Interestingly, the spleens of mice transplanted with cqntrol
’ cells were more fragile than the spleens from animals
transplanted with transduced cells. These observations
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Figure 1. Plasmid constructs used for retroviral gene delivery and expression in murine splenocytes. (A) Schematic representation of
plasmid constructs for packaging of retroviral particles m 293-T cells (as descnbed m Matenals and Methods). (B) Fluorescence
microscopy of uninfected murne splenocytes (-/-). infected with GFP vector (+/-) and infected with GFP-Bel-2 (+/+). (C) Flow
cytometry histograms examining the efficiency of transduction in total splenocytes before transplant. Control (CTR), cells transduced
with GFP (GFP) or with GFP-Bel-2 (Bel-2).

304

—_—mm - - e
89 Francisco Martinez-F




Estrategia de Terapia Génica en un Modelo de Malaria

Gene Therapy and Molecular Biology Vol 12, page 305

Fallogen Light
10

GFF /Bcl-2

+-

++

U fhlue filter

Y Light
10%

Figure 2. GFP signal in the spleens of recipient mice after transduction and seven days post-transplant. After irradiation mice received a
transplant with the different transduced splenocytes were iv infected with P. chabaudi, spleens were removed and the fluorescent signal
was evaluated m fresh ossue slices. Each field is presented m hght ransnussion (Halogen light), UV/blue 1llumination (UV/blue) and
green fluorescence (excitation 488 nm emission 530 nm). The first line comesponds to control animals transplanted with not-wansduced
splenocytes (-/-). The second (+/-) and third (+/+) lines comrespond to the spleens of animals transplanted with GFP- or Bel-2-transduced

cells respectively.

demonstrate that the homing of splenocytes transduced
with the different retroviral constructs took place in
recipient mice transplanted with similar efficiencies.

C. Bel-2 mRNA and protein expression in

the spleens of transplanted mice

In order to idenufy and verify Bcl-2 transgene
expression, RT-PCR and western blot analysis were
performed on the spleens of transplanted mice.
Interestingly, the spleens of mice transplanted with GFP-
transduced cells exhibited significantly enhanced Bel-2
mRNA and protein expression (Figures 3A and B, GFP).
Figure 3A (Bcl-2) shows the amplified Bel-2 fragment
from the spleens of mice receiving Bel-2-transduced cells.
‘Western blot analysis revealed Bcel-2 protein in the spleens
of mice receiving splenocytes transduced with either
construct (Figure 3B, GFP and Bel-2). A 15-fold increase
m the expression of Bcl-2, when compared to mice
receiving untransduced cells, was seen in mice receiving
GFP-transduced splenocytes (GFP). However, Bcl-2
expression was greater (50-fold mcrease) m the spleens of
mice transplanted with Bcl-2 transduced cells (Figures 3A
and B, Bcl-2). These results confirm the overexpression of
Bel-2 when cells are transduced with retroviruses
encoding Bel-2. Nevertheless, transduction alone appears
to be enough to promote the expression of endogenous
Bel-2. This expression could occur in the transduced

transplanted cells, but 1t 1s also possible that the presence
of the transplanted population leads to the expression of
endogenous Bel-2 in their surrounding cells.

D. Decreased susceptibility to oxidative
stress in cells expressing Bel-2 both in vitro
and in vivo

As Bel-2 overexpression confers protection against a
variety of stressful conditions, including high
concentrations of H,0, and inducers of apoptosis
(Korsmeyer et al, 1995; Yang et al, 1997, Mitsiades et al,
2007), we tested the potential protective effects of Bel-2
overexpression on the viability of total splenocytes
exposed to increasmg concentration of H,O, (Figure 4).
Initially, the efficiency of the protective effect of Bel-2
overexpression was evaluated 48 hrs after in vitro culture
following transduction (Figure 4A) Cell viability was
assessed 2 h after the addition of increasing concentrations
of H,0, and is expressed relative to normal splenocytes not
exposed to H,O, (100%). In untransduced cells, the
viability decreased with increasing H,O, concentrations,
while GFP-transduced cells were refractory to H,O--
mduced cell death, and viability remained relatively
unchanged at approximately 50%. Statistical significance
was only observed when the viability of normal cells and
Bcl-2-transduced cells treated with 2 mM of H,O, was
compared (p<0.05). Having shown that the transduction
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with the retrovirus expressing Bel-2 confers protection
against H,O, in vitro we evaluated if the protective
phenotype was retained in vivo when mice were
transplanted with transduced cells and infected with P.
chabaudi. Given the difficulties in evaluating the potential
protective effect of the expression of Bcl-2 in vivo, we
evaluated cell viability in vitro in the total splenocyte
population 72 h after transplantation (Figure 4B).
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Interestingly, the general trend was similar to that
observed in total splenocytes prior to transplantation
(Figure 4A). Statistically significant differences (p<0.05)
m the viability of splenocytes from mnuce receiving
untransduced control cells or Bel-2-transduced cells were
only observed when cells were treated with the lowest
dose of H,O, (1 mM; Figure 4B).

Figure 3. Bel-2 expression in the
spleens of transplanted mice
mfected with P. chabaudi. Mice
were transplanted with 2 x 10’
splenocytes from donmor mice,
these cells were previously
transduced with the Bel-2-
expressing retrovirus (Bel-2), the
GFP-expressing retrovirus (GFP)
or subjected to mock transduction
(CTR). All mice were mfected iv
with 5 =x 10* parasitised
erythrocytes the same day. Seven
days after parasite infection,
animals were sacrificed and Bel-2
expression in the spleen was
analysed. (A) RT-PCR of Bel-2
(lower panel) and densitometnc
analysis (histogram) compared to
p-actin expression. (B) Western
blot of Bel-2 on total spleen cell
protein extracts. 1929%1: Total
protem extracts from the L929
munne  fibroblast cell lme
constitutively overexpressing Bcel-
2 used as a positive control. -
actin was used as a loading
conttol. Numbers below the
western mdicate the fold increase
m the p-actin-normalised Bcel-2
signal compared to the conmtrol.
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Figure 4. Hydrogen peroxide resistance of splenocytes before and after transplant into imradiated receptor mice infected with P.
chabaudi. The viability of splenocytes after 2 h of challenge with different concentrations of H,O, was determined. (A) Viability was
measured after culture for 48 h in vitro. (B) Viability was evaluated 72 h after mice were irradiated and reconstituted with 3 x 107
splenocytes. As m previous expenments donor cells were either GFP- or BCL-2-transduced. Control cells were subjected to mock

transduction (CTR). * p< 0.05 compared to control (CTR).
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Taken together, these results demonstrate an mcreased cell
viability in transduced cells, regardless of the presence or
absence of the Bcl-2 ¢DNA, and this protective effect
remained 72 h post-transplantation into irradiated muce.
While splenocytes transduced with the retrovirus
expressing GFP alone demonstrated an increased viability
compared to untransduced cells, the viability was always
higher in cells expressing Bel-2.

E. Histologic and morphometric analysis

of the spleen

Both a macroscopic and microscopic analysis of the
spleens of recipient mice was carried out. All the spleens
had increased frability but it was more evident in the
control and GFP groups (data not shown). The histology
of the spleens from mice transplanted with normal
splenocytes (Figure SA, NORMAL) was different when
compared to the spleens of normal, non-transplanted mice
(Figure 5A, CTR). Spleens from mice transplanted with
non-transduced cells and infected with P. chabaudi

revealed a marked reduction m cellularity (Figure 5C,
CTR), close to 40% with respect to the spleens from
normal, non-transplanted animals. More than 90% of these
cells were immunoblasts m the lymphoid compartment.
Additionally, the whiterred pulp rato was 13 in the
spleens of muce transplanted with non-transduced cells
compared to 1:5 m normal untransplanted spleens (Figure
5A. NORMAL and CTR). Haemosiderin deposits and
detritus were also observed i the spleens of mice
transplanted with untransduced splenocytes.

In the GFP group. the total cell population in the
Iymphoid compartment was 53% of the normal, un-
transplanted spleen (Figure 5C). Immunoblasts were the
most abundant cell type (90% of the cells) with a small
amount of macrophages. Apoptotic bodies and mitotic
figures were distributed randomly. Additionally, the red
pulp was enlarged and contamed a high number of
parasitised cells as well as macrophages with
haemosiderin (data not shown). The white:red pulp ratio
was 2:1.
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Figure 5. Histologic and morphometric analysis of the fresh spleen slices stained with haematoxilin and eosin. (A) Comparative analysis
of tissues from nuce spleens of different experimental groups. Histology of an animal that was not transplanted and nor infected with P,
chabaudi (NORMAL). Histologies of ammals infected with P. chabaundi and transplanted with: normal cells (CTR), GFP ansduced
cells (GFP) or Bel-2-transduced cells (Bel-2). Red Pulp (RP); White Pulp (WP). (B) Magnification of the micrograph labelled Bel-2.
Immunoblasts (I); small cell (S); detritus (D); haemosiderin (H). (C) Histogram of the morphometric analysis from the four groups.

307

92

Francisco Martinez-F



Estrategia de Terapia Génica en un Modelo de Malaria

Martinez-Flores et al: Enhanced splenic protection and reduction in a murine malaria model

The spleens of mice transplanted with Bel-2-
transduced cells and infected with P. chabaudi (Figure
5A, Bel-2) had 77% of the cellulanity seen in normal, un-
transplanted spleen (Figure 5C, Bcl-2). In this group a
new cell population was observed that was characterised
by a small size with a clear, defined central round nucleus.
This new population comprised 30% of the total
splenocytes, while immunoblasts and macrophages
comprised 60% and 4%, respectively. As seen in Figure
5C, the number of immunoblasts and macrophages was
very similar in the three groups mfected with P. chabaudi
(CTR. GFP and Bcl-2). Combined other cell types in the
lymphoid compartment represented less than 1% of the
total population. The white to red pulp ratio was similar to
that observed in the GFP group (2:1).

We conclude that the spleens from mice transplanted
with cells transformed with the Bel-2-transduced cells
mfected with P. chabaudi retained the cytoarchitecture
with diminished cellularity when compared to the spleens
from normal, non-transplanted mice. In addition, a higher
white:red pulp ratio was observed i the spleens of mice
transplanted with transduced cells, regardless of the
presence or absence of Bel-2.

F. Transfer of transduced cells into
animals infected with P. chabaudi reduces
parasitaemia

During P. chabaudi mfection, a variety of
immunological mechanisms have been implicated in the
destruction of infected erythrocytes, including the effector
function of splenic macrophages. Immunosupression
hinked to the activation of lymphocyte apoptosis has been
described in malaria, leishmania and schistosoma
parasitosis (Estaquier et al, 1997; Das et al, 1999
Mukherjee et al, 2006). Consequently, we tested the effect
of Bel-2 overexpression sub-lethally irradiated mice
transplanted with transduced splenocytes and infected with
P. chabaudi (Figure 6) on parasitaemia. Parasitaemia was

10

R RATT I—

0.1

% Parasitaemia

0.01

evaluated daily after day 4 and until day 7 post-parasite
mfection. Parasitaemia increased gradually and no
difference was observed at day 4. Interestingly, on day 5
post-infection mice transplanted with splenocytes
transduced with either retrovirus showed a transient 10-
fold decrease in parasitaemia (solid squares and triangles,
p<0.01). Additionally, mice transplanted with the Bel-2-
transduced cells (solid triangles, p<0.05) showed a
significantly lower level of parasitaemia compared to mice
transplanted with GFP-transduced cells (solid squares).
However, by day 0, the protective effect of Bcl-2 was lost.
We conclude that the retroviral transduction alone
conferred a transient protection that was strengthened with
the additional expression of Bel-2.

IV. Discussion

The use of viral vectors for gene therapy has focused
on genetic disorders, such as metabolic diseases or cancer
(Grompe et al, 1995; Bilbao et al, 1999; Gomez-Navarro
and Curiel, 2000; Bartsch et al, 2007; Muul and Candotti,
2007), while little work has been done utilizing the vector
to treat infectious diseases. Using conventional methods,
we have mtroduced an exogenous form of Bel-2 ¢cDNA
into murine splenocytes with the aim of interfering with
the apoptosis present in an experimental model of malaria.
In spite of the relatively small percentage of cells
transduced with the retroviral vector that repopulated the
spleens of iradiated mice, their presence appeared to be
enough to induce biological effects against Plasmodium,
even in the absence of the Bel-2 cDNA. Taken together,
these findings suggest that the transduction procedure with
the retroviral vector is sufficient to induce beneficial
responses against Plasmodium, possibly by recruiting
normal splenocytes. Similar to other studies (Del Vecchio
et al, 2001; Mcmillin et al, 2005; Kinyanjui et al, 20006)
that have used viral vectors, we encountered the problem
of generating a high enough viral titre to elicit a robust
biological response (Figure 1B, C).

Figure 6. Course of parasitaemia
with Plasmodium chabaudi m
mice transplanted with genetically
modified cells. Parasitaemia was
measured as  described in
Matenials and Methods I mice
sublethally imadiated and
transplanted with: normal
splenocytes (CTR); GFP-
transduced splenocytes (GFP) or
Bel-2-transduced splenocytes
(Bcel-2). Bars represent standard
deviation of the mean.
Companson CTR against GFP or
Bel-2 is represented by *, with a
p< 00l1. Comparison between
GFP and Bcl-2 1s represented by

0.001

O [t

5
Days after infection

=]
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", with a p<0.05.
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We attempted to increase the efficiency of transduction m
different ways: 1) identification of the optimal time to
harvest the viral particles; 1) concentration of the
retroviral particles with different reagents such as
hexadimethrine bromide (polybrene) or chondroitin 6-
sulphate (Cepko, 2001; Del Vecchio et al, 2001; Mcmillin
et al, 2005); ii) the use of a variety of re-infection
protocols; 1v) expansion of the transduced cell population
with growth factors such as IL-2. However, the optimal
combination of all these vamables did not lead to
transduction efficiencies above 30 % (Figure 1C).

The reconstitution protocol most frequently used n
experimental models of transplantation uses the total
splenocyte population, as it is believed that the interactions
between the various populations of cells are required for
the generation of an adequate immune response
(Legorreta-Herrera et al, 1993). As such, we transplanted
total splenocytes followng in vitro transduction.
Preliminary attempts to characterize the transduced cells
suggest that they include B220" cells, a minority CD3*
cells and other cells negative for these markers (data not
shown). While it 1s possible that splenic repopulation with
untransduced cells may contribute to the protective effects
observed, we discounted this possibility based on the fact
that the control group corresponds to irradiated animals
transplanted with mock-transduced cells.

In spite of the low number of transduced cells used in
the transplant, we were able to observe GFP positive cells
m the spleen of transplanted muce 48 h (Figure 2) and
even 7 days after transplantation (data not shown).

Interestingly, despite the fact that our study was
designed to observed the effects of over-expression of Bel-
2, the transduction of splenocytes with the empty construct
(pCLNRX-GFP) led to the increased expression of
endogenous Bel-2 in vivo 7 days post-transplant (Figures
3A, B). Taking mnto account that only a small number of
GFP positive cells were present at day 7 after
transplantation, both Bel-2 mRNA and protemn are likely
generated in non-transduced cells. We postulate that
transduced cells mfluence the splenic microenvironment
such that endogenous Bel-2 expression is stimulated. It is
possible that the transduction with retroviruses expressing
Bel-2 confers an increased survival of these cells further
improving their influence on the rest of the spleenocytes.
We also postulate that the transduced cells mfluence the
splenic microenvironment through the secretion of
paracrine factors. Alternatively, the presence of transduced
cells could activate a defence response in the remaining
population of splenocytes. At this point we cannot
distinguish between these two possibilities. In any event,
the fact that expression of transgenic Bcl-2 has only a
minor contribution to the in vitro protection against H.O,
as well as the decreased parasitaemia observed in vivo
could be due to the low transduction efficiency (Figures 4,
B).

In contrast, the gross morphology and
cytoarchitecture of the spleen were well-preserved only m
mice transplanted with Bel-2-transduced cells and infected
with P. chabaudi. This effect could be appreciated
macroscopically with less organ fragility and the
preservation of the proportion of red pulp compared to
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normal spleens. One measure of the organ damage during
Plasmodium infection is the marked reduction in
cellularity observed in the control group reconstituted with
untransduced splenocytes compared to the other three
groups. Additionally, a new cell population represented
mainly by cells with morphology similar to mature
Iymphocytes was observed. Further analysis with surface
markers could better defme this population (Figure 5A,
Bel-2, magnified in Figure 5B).

Increasmg splenic fragility 1s commonly observed
during the progression of malaria. This event is the
consequence of clearance of the parasitised erythrocytes
by the spleen. However, the radiation procedure used to
promote cellular homing in this animal model could have a
synergistic effect on the splenic integrity. These factors
could explain the increased spleen friability in all animals.
However, the marked reduction of fragility observed only
in the Bcl-2-transduced mice correlates with the
overexpression of exogenous protein. Recently, Hanson et
al, reported that increased intracellular levels of Bel-2
confer an anti-apoptotic effect that depends on the kind of
promoter employed to express Bek-2 (Hanson et al, 2008).
In this study, exogenous Bel-2 expression is directed by
the Pol-II promoter suggestng that Bel-2 expression 1s
limited only to replicating cells. It is noteworthy that in the
GFP-transduced group endogenous Bcel-2 is already
mereased. Consequently, m the Bel-2-transduced group,
an additive effect of endogenous and exogenous Bel-2 can
be postulated. In summary, the biological effect of a small
number of cells expressing recombinant Bel-2 on splenic
morphology and cytoarchitecture could be interpreted to
favour survival and maturation of the surronding cells. A
similar effect has been reported previously in a model of
endothelial cells (Enis et al, 2008).

As opposed to the white:red pulp ratio in the control
group, the whiterred pulp ratio i the spleens of mice
transplanted with either population of transduced cells was
similar to ratio seen in normal spleens. This could be
mterpreted as an active cellular phase of the immune
response.

Interestingly, the positive effects in the splenic
cytoarchitecture and in the whitered pulp ratio correlate
with the homing of a small number of the transplanted
transduced  splenocytes expressing Bcel-2 and the
appearance of a distinct cell population characterized by
its small size and clear, defined central nucleus. The
morphology of this latter cell population 1s suggestive of
mature splenocytes (Figure 5).

The most dramatic biological effect observed was the
10-fold decrease in parasitaemua that implies an efficient
host response against the parasite despite the small number
of transplanted cells transduced with the retroviral vector.
The fact that this protective effect was elicited with a
small number of cells expressing only GFP suggests that
the positive modulation of immune cells from the recipient
mouse lead to ore efficient parasite elimination. This effect
correlates with thel5-fold increased expression of
endogenous Bel-2 (Figures 3A,B). Exogenous expression
of Bcl-2 provided an additional 2-3-fold increase in
protection (Figure 6) that comrelated with a similar
mcreased expression of Bcl-2 due to the expression
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construct. In addition, all correlate with the histological
findings  that suggest an  improved  splenic
microenviroment that could effectively mduce a cellular
immune response against the parasite. However, it remains
unclear why protection 1s transient.

While gene therapy is based on the premise of
introducing a specific cDNA to compensate for
endogenous deficiencies, we found that in the case of
experimental murine malaria, the presence of splenocytes
transduced with the empty retroviral vector have a
significant protective effect both in vitro and m vivo. Our
observations indicate that a small number of genetically
manipulated splenocytes had a significant biological effect
likely due to the recruitment of normal cells. In this
regard, malaria offers an interesting model in which the
spleen plays a central role i the destruction of parasitised
erythrocytes. This observation suggests that in parasitic
infections that require efficient splenic function, empty
viral vectors used m gene therapy may be able to activate
host defence responses by themselves.
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Xlll. APENDICES

XIIl.1. Cultivo de células HEK-294 (Human Embrionic kidney 293)

Las células HEK-293 (ATTC) son derivadas de epitelio del mesonefros renal humano, cuya
caracteristica principal es expresar la subunidad E1 del adenovirus tipo 5.

RECOMENDACIONES GENERALES.

Medio de crecimiento DMEM-F12

Suplementos 10% SFB
1 % penicilina/estreptomicina
1 % de L-glutamina

Confluencia recomendada para mantener el crecimiento: 70%
Confluencia para infeccion: 90%
Confluencia recomendada para la transfeccién: 50-60%

El cambio de medio para estas células, se debe de hacer cada 4 dias (dos veces por semana,
dependiendo de la confluencia y el color del indicador del medio).

PROCEDIMIENTO PARA TRIPSINIZACION EN CAMPANA DE FLUJO LAMINAR.

1.- Aspirar el medio con una pipeta Pasteur de punta larga estéril.

2.- Agregar 5 mL de D-PBS sin calcio y agitar suavemente.

3.- Aspirar el D-PBS con cuidado de no tocar la capa de células.

4.- Agregar 1 mL de tripsina/verseno (0.5X) e incubar durante 3 minutos a 37°C.

5.- Golpear gentilmente un lado de la caja para despegar las células.

6.- Agregar 5 mL de medio y terminar de despegar con movimiento suave.

7.- Depositar el medio con las células en suspensidon en un tubo de polipropileno cénico estéril de
15050 mL.

8.- Centrifugar a 1000 rom durante 5 minutos.

9.- Aspirar el sobrenadante y suspender en la cantidad deseada de medio para contar e incubar
a 37°C, 100% de humedad y 5% de COa.

Xlll.2. Protocolo de Transfeccidon con Fosfato de Calcio en Células HEK-293

(Invitrogen Calcium Phosphate System)

MATERIAL:

a) Puntas con filtro estériles p200uL y p1000uL.

b) Puntas estériles p200uL sin filtro.

c) Pipetas Pasteur de punta larga estériles.

d) Medio DMEM/F12 suplementado con 10% de SFBy 1% de AA.
e) Cajas de cultivo con 6 pozos.

f)  Microtubos de 1.7 ml estériles.
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REACTIVOS:

1. HBSS 2X.

2. Cloruro de Calcio 2 M.

3. Agua estéril grado cultivo celular.

4. DNA libre de endotoxinas y estéril.

5.
Nota: La relacién de ADN para una reaccion de transfeccion es de 5 ug totales en 3x105 células
en un volumen de 2 ml.

PROCEDIMIENTO:

1.- La noche anterior a la fransfeccién, sembrar 3x105 células HEK-293 en cajas de 6 pozos con
medio completo.

2.- Al dia siguiente, cambiar el medio de las células por medio fresco sin AA, 3-4 hrs antes de
agregar la mezcla de transfeccion.

3.- Preparar la reaccion de transfeccion. (Calcular la cantidad de ADN para un mdximo 10
fransfecciones, en un microtubo de 1.7 ml).

4.- Rotular un fubo Ay tubo B.

5.- Mezclar los siguientes reactivos en los tubos correspondientes.

TUBO “A” 10 ul X (cantidad de ADN plasmidico)
42.6 i H20 grado cultivo celular
7.4 ul CaCl 2M.
Volumen final. 60 pl

Nota: Mezclar cuidadosamente y de manera lenta. (Esta operacién debe tomar
aproximadamente entre 1y 2 minutos).

TUBO “B™: 60 pL de HBSS 2X.

6.- Agregar lenfamente la mezcla del tubo “A" al tubo “B”, mientras este Ultimo esta
burbujeando. (Esto debe realizarse en mds de 2 minutos para formar un precipitado fino
casi imperceptible).

7.- Al final la mezcla del tubo B se torna turbia.

8.- Dejar reposar por 30 minutos.

9.- Después de los 30 minutos, rotular los pozos de transfeccidon con el nombre de los pldsmidos
de interés.

10.- Agregar la mezcla de transfeccidon de manera centripeta.
11.- Incubar en medio con 3% de COz, por 12 horas.
12.- Al dia siguiente cambie el medio por medio completo vy fresco.

XII1.3. Ensayo de Viabilidad y Proliferacion Celular por MMT

(WST Cell proliferation Reagent, Roche)

MATERIAL:

a) Multilector para absorbancia con formato de micro placa, rango de filtro de 420-480.
(440nm).

b) Pipeta multicanal.

c) Puntas p200ul.

d) Caja de cultivo en formato de 96 pozos, para células adherentes o en suspension, de
fondo plano vy fraslucido.
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Concentracién recomendada: 10 pl/100 ul de medio.
Absorbancia: 420-480 nm.

PROCEDIMIENTO:
1.- Sembrar 5x103 células por pozo en 100 ul de medio completo.
2.- Incubar con una relacion 1:10 de medio:WST a 37°C, con 5% de CO2

10,000 -2 hrs.
- 20,000 -30 minutos.
3.- Leer y sustraer el blanco con medio + WST.
4. - Graficar.

Xlll.4. Protocolo para la deteccion de GFP por citometria de flujo

PROCEDIMIENTO:

1.- Después de 24 horas de infeccidn, lavar el plato muy suavemente con PBS sin Ca+ y Mg+ dos
veces.

2.- Anadir 3 ml de Tripsina/ Verseno (0,1%) e incubar a femperatura ambiente durante 5 minutfos.
3.- Anadir 3 ml de DMEM/F12 suplementado con 10% de los SFB inactivado por calor.

4.- Colectar el medio con células y centrifugar 4°C durante 5 minutos a 1000 RPM.

5.- Aspirar cuidadosamente el sobrenadante y resuspenda en 3 ml de HBS. Coloque 1 ml de la
solucidon de suspensidn en cada tubo de FACS.

6.- Cenftrifugar el tubo durante 3 minutos, y descarte el sobrenadante.

7.- Resuspenda en 1 ml de solucidon de fijacion. Y mantener en hielo hasta el andlisis.

8.- Leer con el ldser de 488.

XIll.6. Protocolo para Células Competentes por el Método Quimico con Cloruro de Caicio.

PROCEDIMIENTO:

1.- En un tubo estéril con 10 ml de medio liquido LB, colocar 100 uL de bacterias, e Incubar en
agitacién constante a 37°C, toda la noche a 250 RPM

2.- Diluir el cultivo del paso 1 con una relacién 1: 100, en un tubo nuevo e incubar nuevamente.
3.- Cuando el crecimiento haya alcanzado una OD a 600 nm entre 0.3 y 0.6 (visible). Mantenga
en hielo.

4.- Centrifugue por 10 minutos a 3500 rom a 4°C.

5.- Aspirar el medio y resuspender en 100 ml de cloruro de calcio esteril (0,1 M)

6.- Dejar en hielo durante 40 minutos.

7.- Cenfrifugar nuevamente durante 10 minutos a 3500 RPM 4°C y repeitr el paso 5

Opcional: Resuspender en el hielo frio 0,1 M CaCl (1/10 del volumen original y agregar el 10% de
glicerol).

8. Resuspenda cuidadosamente y hacer alicuotas de 200ul. usar dentro las siguientes 2 horas o
almacenar a -70°C

XIIl.7. Protocolo para clonaciéon de Fragmentos de DNA en pldsmidos.

PROCEDIMIENTO:
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1.- En un tubo eppendorf estéril en hielo, agregar:

Buffer de ligacion 5x 4 4l

DNA vector defosforliado Tvol. (10 ng)
DNA inserto 5 vol. (50 ng)
T4 DNA Ligasa 1U.

H20 BM cbp
Volumen final de reaccién 20 ul

2.- Agitar gentilmente y centrifugar para concentrar la mezcla en el fondo del tubo.

3.-Incubar a T.A. por 1 hora 6 16-24 horas. a 14°C.

4. -Transformar con 100 ul de bacterias con la reaccidn de ligacidn. Para mejores resultados, diluir
la reaccidén de ligacidn 5 veces antes de transformar por choque térmico a 37°C. 1 minuto.

5.- Recupere las bacterias por 30 minutos en medio SOC sin antibidtico.

5.- Cultivar en placa de LB-agar con el antibiético de seleccién.

XII1.8. Preparacion Mini de Plasmido basado en Lisis Alcalina

SOLUCIONES:

Solucién Ml: 25mM TRIS-HCL
10mM EDTA
50Mm Glucosa
Adicionar RNA 1 ul /ml de 100 ug / ul. Después de esterilizar y guardar a 4°C

Solucién MIL: 0.2N NaOH.
1% SDS.

*mantener a T.A.

Soluciéon MiIlL: 120 ml de acetato de potasio 5SM pH 8.
23 ml de Acido acético.
37 ml de H20.

PROCEDIMIENTO:

1.- Agregar 200 ul de solucién MI (Solucidn de resuspension) y resuspenda en pellet.

2.- Agregar 200 ul de solucién MIl (Solucién de lisis)e invertir 4 o 5 veces. Incube por 5 minutos a
TA.

3.- Agregar 200 ul de solucién Ml (Solucién de neutralizacién). Invertir 4 o 5 veces y colocar en
hielo 5 minutos.

4 .- Centrifugar a 10,000 rom/10 minutos a 4°C.

5.- Recuperar con extremo cuidado el sobrenadante y depositar en un tubo eppendorf estéril.
OPCIONAL: Extraccién 1 Vol. con Fenol:Cloroformo:lsoamilico (25:24:1).

6.- Agregar 2.5 vol de etanol 100% y 0.1 Volumen de acetato de sodio 3M pH 7 o pHS5.

7 .- Precipitar a-70°C por 2 hrs. (o toda la noche a-20°C).

8.- Centrifugar a 14,000 RPM por 30 minutos.

9.- Decantary agregar 1.5 ml de etanol frio al 80% y repetir el paso anterior con etanol al 70%.

10.- Decantara y secar a T.A. 6 a 55°C por 5 minutos.

11.- Resuspender en 50 yl de agua BM o buffer TE.

12.- Cuantifique o someta a electroforesis en gel de agarosa al 1% a 80 Volts por 45 minutos.
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XIIl.9. Método para la concentracion de retrovirus basado en conjugaciéon con Polimeros.
Protocolo de H. Spencer.

MATERIAL:

a) Polibreno (Bromuro de Hexadimetrina, Sigma) (8 ug /ml).
b) Sulfato sédico de condroitina CSC. (Sigma) (8ug/ml).
c) Filtro 0,45 um.
d) Tubos de 50 ml.
e) Microtubos estériles de 1.7 ml.
PROCEDIMIENTO:

1.- Las células HEK-293 se cotfransfectan de acuerdo con el protocolo estdndar de fosfato de
calcio.

2.- Recoger el subrenadante con los viriones y filtrar por una membrana esteril de 0,45 um y
mantener a TA para su inmediato.

4.- Al sobrenadante que contiene los RV’s, agregar 8 yg/ml y 8 pg/ml de CSC. Mezclar
lentamente por agitacion.

5.- Incubar a 37 ° C durante 20 minutos.

6.- Cenftrifugar a 9000XG durante 5 minutos y retfire el sobrenadante.

7 .- Resuspender en 0,10 vol de volumen inicial.

8.- Iniciar el procedimiento de infeccién e Incubar durante 3 horas. Opcional repetir el
procedimiento.

XIII.10. Extraccién de proteinas por el protocolo de RIPA

MATERIAL:

a) Microtubos estériles de 1.5ml.
b) Puntas estériles.

SOLUCIONES:
PBS sin calcio y magnesio.
- RIPA NP40 0.1%
Desoxicolato de Na 0.5%
SDS 0.5% en PBS)
Para preparar 50ml.
PBS 49ml
NP40O 500ul
Desoxicolato de Na 2.5grs
SDS 10% 500ul

Adicionar inhibidor de proteasa (Roche mini complete) 1 tableta por cada 5 ml de solucién.
PROCEDIMIENTO:

1.- Aspirar el medio a las células y agregar 5 ml de PBS para una caja T75 y esperar 5 minutos vy
aspirar.
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2.- Agregar 2 ml de PBS, recoger las células con un gendarme y trasferir a un tubo conico de 50
ml. Lavar con 5 ml de PBS la caja y recuperar el sobrenadante.

3.- Centrifugar a 4°C 1,500rpm/5 min, aspirar y resuspender en 10 ml PBS.

4.- Decantar y resuspender nuevamente en 10 ml de PBS, centrifugar y decantar con exiremo
cuidado y quitar el exceso de PBS. Mantener en hielo.

5.- Resuspender con 500 ul de RIPA y aspirar con una jeringa de insulina hasta hacer espuma,
aproximadamente. 20 o 30 veces o agitacion orbital por 1 minuto.

6.- Cenftrifugar a 10,000 rom /5 minutos.

7.- Colocar el sobrenadante en un tubo nuevo y guardar a -70°C.

XIIl.11. Cuantificacion de proteinas por microplaca por el método de Bradford modificado.

(DC protein assay, Biorad)

MATERIAL:

a) Puntas de 20 yl

b) Puntas de 200ul

c) Placa de 96 pozos de fondo plano

d) Lector de placas con filiro de 655nm.

e) Estadndar con albumina.
PROCEDIMIENTO:

1.- Preparar la solucion “A" provista por el fabricante..
Iml de solucidn “A" es suficiente para 40 pruebas. (25 ul/pozo o muestra)
Por cada ml de solucién “A" agregar 20ul de reactivo “S"

Nota importante: Esta solucién es estable para una semana.

2.- Preparar las diluciones del control.
Estdndar igual a 1.5mg/ml.

a) -250ng/ml
b) -500ng/ml
c) -750ng/ml
d) -1000ng/ml
e) -1250ng/ml

Leer a 520 nm en multilector y graficar.

XIll.12. Protocolo para Western-Blot

MATERIALES Y SOLUCIONES:

Buffer de carga para proteinas.
PBS.

Azul de coomassie.

Solucién de destincion.

Tris 1.5M pH 6.8

Tris 1.5M pH 8.8

Tris IMpH 7.6

Nookrcowd -
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8. Solucién de acrimilada/Brisacrilamida (30%/0.85)
9. Persulfato de amonio (PSA) al10%.

Solucién de acrilamida/Bisacrilamida (30%/0.8%) 200 mi
60gr de acrilamida
1.6gr de Bis-Acrilamida

Esterizar por filtracion y almacenar a 4°C

Buffer de carga éX

TRIS pH 6.8 0.5 M 7 ml
SDS al 10% Tgr
Glicerol 3ml

B-Mercapto-Etanol  600ull
Azul de bromefenol 1.2 mg

Electroforesis de proteinas

1.- Limpiar los cristales, peines y separadores con metanol. Armar la cdmara de electroforesis
verificando que no presente fugas.

2.- Preparar el gel separador de 30 ml.

Gel separador

15% 10% 7.5%
AGUA 11.95ml 14.45ml 16.95ml
TRIS pH 8.8 3.75ml 3.75ml 3.75ml
SDS 10% 300ul 300ul 300ul
Acrilamida/Bis 30% 15ml 10ml 7.5ml
1.5 5DE PA 1.5ml 1.5ml 1.5ml
TEMED 15ul 15ul 15ul

Vaciar en la cdmara de electroforesis, utilizando una jeringa de 20ml y preparar el gel
concentrador:

Gel concentrador

Sml 10ml
Tris6.8 ph 1.25ml 2.5ml
SDS 10% 50ul 100ul
DDW 3ml éml
ACRILAMIDA 670ul 1.34ml
PSA 254l 50ul
TEMED 2.5ul Sul

3.- Cargar el gel concenfrador con un grosor aproximado de 1.5 a 2 cm., colocar el peine y
esperar la polimerizacion.

4.- Una vez polimerizado, agregar el buffer de corrida y limpiar los pozos con una jeringa.

5.- Agregar el buffer de carga (Loemli) a la proteina necesaria y desnaturalizar por calor por 5
min a temperatura de ebullicidn y mantener en hielo.

6.- Cargar y someter a electroforesis 10mA por 2 a 3 hrs.

Solucidn de Electroforesis

1X 10X
TRIS 6.05 grs. 60.5 GRS
Glicina 28.8 Grs 288 GRS
SDS 2 Grs 20 GRS
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AGUA-E | 2 LITROS | 2L

7.- Proceder a la tincién o a la transferencia.

Tincion de Gel
8.-Colocar el gel en una solucidon de Coomassie por 20 min é toda la noche.

Solucién de Coomassie:

Azul de coomassie R-250 0.125¢g
Metanol 200ml
Acido acético 35ml
Agua desionizada para 500ml|

9 -Destenir con solucién destenidora caliente.

Solucidn de Distincion:

Acido Acético 10ml 100ml
Metanol 10ml 100ml
Agua desionizada 80ml 800m!

Transferencia de proteinas a partir de gel de Acrilamida.

MATERIAL:
a) Membrana PVDF.
b) Buffer de transferencia.
c) Hojas de papel filtro estériles.
d) Recipientes de pldstico estériles.
e) Tubos cdnicos de 50 ml.
f) Bolsa Ziploc.

Buffer de fransferencia:

Tris HCI 3.8 ars
Glicina 18grs
Aforar a 1000ml
Agregar 250ml de metanol

PROCEDIMIENTO:

1.- Preparar la membrana PVDF.

2.- Hidratar en metanol al 100% y mantener el buffer de transferencia (BT).

3.- Hidratar el papel filtro en BT prepara el Sdndwich en el siguiente orden; de abajo hacia arriba
en la cdmara de transferencia semi-seca.

4.- Papel filtro.

5.- Membrana.

6.- Gel.

7.- Papel filtro.

Mantener hUmedas y embebida en BT y eliminar las burbujas.

Cerrar la cdmara y someter a electroforesis por 30 minutos10 Volts. Secar la membrana a T.A. 0 3
minutos a 45°C y guardar en medio el papel filiro a 4°C.

Inmunoblot
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MATERIAL:
a) Bolsa de plastico
b) Leche baja en grasa
c) AB primario
d) AB secundario
e) Tween 20.
f) TBS.

XIll.13. Protocolo de Extraccion de Esplenocitos de Raton.

MATERIAL.

a) 2 pinzas Kelly.

b) 2 pinzas de diseccién de punta roma.
c) 3jeringaos.

d) Una caja Petri de vidrio.

e) 3 fubosde 50 0 15ml.

f)  Puntas estériles con filtro.

g) Pipetas Pasteur.

SOLUCIONES.

1. PBSpH7.4.
2. MEDIO completo (RPMI-1240 suplementado con 10% SFB, AA 1%)

PROCEDIMIENTO
Nota: En quiréfano o en Campana de flujo laminar

1.- Sacrificar al ratdn por dislocaciéon cervical.

2.- Asepsia y antisepsia de la regidén abdominal y costal izqg.

3.- Con una pinza Kelly, levantar la piel del abdomen y cortar con unas tijeras de iris.

4.- Levantar la capa muscular con mucho cuidado y cortar nuevamente para llegar a la
cavidad abdominal.

5.- Disecar un extremo cuidando el epipldn y aislar el bazo del tejido graso. Aislar con una gasa
estéril y mojada con solucién salina.

5.- Cortar el pedinculo gastro-esplénico y colocar el bazo en solucion salina.

Preparar en campana de flujo laminar lo siguiente

6.- En un caja Petri estéril, con dos agujas de jeringa, perforar en ambos extremos distales el bazo
y exprimir la pulpa con una aguja hasta la cdpsula.

7.- Recuperar las células en suspensidn en tubo cdénico de 15ml y centrifugar a 2,500 rpm/5
minutos a 4°C.

8.- Centrifugar a 2,500 rom/2 minutos y resuspenda en 1ml de RPMI-1640 con 10% de SFB y 1% de
AA.

9.- Proceder a incubar a 37° mientras se prepara la infeccion inmediata.
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XIll.14. Infeccién de esplenocitos por RV.

Nota: El manejo de estas herramientas requieren la aplicacién de reglas para el manejo de
bioldgicos tipo IIB.

NORMATIVIDAD BASICA PARA MANEJO DE RETROVIRUS.

l. Protegerse con guantes, cubre-bocas, bata y lentes protectores.
. Minimizar el riesgo de contaminacion de objetos.
. Manejo en campana de flujo laminar.
V. Esterilizacidon en campana de flujo laminar por 30 minutos después de haber trabajado,
asi como de los implementos.
V. Disposicion de la basura para su posterior incineraciéon o esterilizacion.
VL. Inactivar el medio vy liquidos con cloro al 5%.

MATERIAL.

a) Cajas de cultivo con 4 pozos de 6 mm de didmetro.
b) Medio de cultivo completo.

c) Puntas con filtro estériles p20, p200 y p1000.

d) Tubos coénicos estériles de 15ml.

e) Microtubos de 1.5 ml, estériles.

f) Polibreno en PBS.

PROCEDIMIENTO.

1.- Mezclar el volumen requerido de medio de las particulas virales (1vol:1vol).

2.- Agregar 8 ug/ml de PB y 10 ng de sulfato de condroitina. Mezclar gentiimente y mantenga en
incubacidén a temperatura ambiente por 30 minutos.

3.- Centrifugue las células por 5 minutos a 1500 RPM y aspire el sobrenadante.

3.-Resuspenda las células con el sobrenadante y mezcla de Polimeros.

4.- Agregue un volumen de medio fresco con 10 ng/mL de /L-2. Manfenga en condiciones
nérmales de cultivo por 24 horas,

XIll.15. Protocolo de aislamiento de RNA a partir de células en tejido por el método de Trizol

NOTA: Cuando la extraccién tiene fines diagndsticos, este procedimiento se debe llevar acabo
en campana de flujo laminar. Durante tfodo el procedimiento los viales deben conservarse en
hielo y sacarlo de él el menor tiempo posible. Hay que usar siempre guantes y bata, evitando
tocar la piel, el cabello o superficies contaminadas.

PROCEDIMIENTO:

1.- Adicionar 500 ul Trizol a cada 5 millones de células. Raspar con un gendarme si se trata de
células adeherente o centrifugar previamente si son células en suspension.

2.- Anadir 100 ul de cloroformo (.5 vol de frizol) y agitar vigorosamente por 2 minutos.

Dejar 2-3 min. Reposar en hielo.
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3.- Centrifugar a 12,000 rom/15 minutos a 4°C, (rango permitido: 2-8°C).

4.- Pasar la fase acuosa superior a un tubo limpio (tres fases: roja-proteina; intermedia—ADN;
superior acuosa-ARN). Es preferible dejar un poco de sobrenadante a intentar obtenerlo todo,
pues con ello hay riesgo de contaminacién con proteinas o ADN.

5.- Anadir un volumen de isopropanol por cada volumen de sobrenadante obtenido para
precipitar el ARN en la fase acuosa precipitar a -70.

6.- Cenftrifugar a 12,000 rom/10 minutos a 4°C.

7.- Inmediatamente después de centrifugar, descartar directamente el sobrenadante volteando
el fubo. Lave el pellet con 1 ml de ETOH de 75% por ml de TRI reagent inicial empleado. Agite con
la mano.

8.- Cenfrifugar a 9,500 rom/5 minutos a 4°C. Decantar el sobrenadante de la misma manera con
todo cuidado (seguir observando la pastilla).

9.- Secar el pellet 5-10 minutos o en vacio sin centrifugacién.

10.- Disolver en 20-40 ul de H20 tratado DEPC 0.05%.

11.- Aimacenar a -70°C. Posteriormente alicuotar segin convenga.

XIll:16. Gel desnaturalizante al 1% para ARN.

Advertencia: La formamida y el formaldehido son fuertes irritantes de mucosas y piel. Es
importante usar guantes, cubrebocas y no exponerse directamente a sus vapores.

REACTIVOS.

Agarosa.

Agua BM+DEPC.
Formamida.
Formaldehido.
Mops 10X.
ADN-LB 5X

A e o e

PROCEDIMIENTO.

1.- Aplicar solucidon anti-RNAsas con una gasa estéril sobre todo el material que estard en
contacto con el gel (cama, peines, barreras, etc.)

2.- Disolver 0.3 gr de agarosa en 26 ml de H20 BM. Fundir por 30 segundos en microondas.

3.- Enfriar la agarosa fundida hasta 60°C y agregar 3 ml de MOPS 10X.

4.- Agregar 1.5 ml de formamida

5.- Adicionar 3 ml de formaldehido y agitar gentiimente.

6.- Vaciar en un molde previamente nivelado e incorporar el peine. Esperar a que se solidifique
por 20 minutos.

7.- Preparar el buffer de carga con:

Formamida Syl
Formaldehido 2ul

MOPS 1l
Buffer de carga 5X 1 ul
Bromuro de Etidio 0.15 ul

NOTA: Puede hacerse una mezcla de estas mismas cantidades a manera de stock, mulfiplicando
cada cantidad por el numero de reacciones que se quiera tener preparadas.

8.- Adicionar MOPS 1X a la cdmara de electroforesis y cargar 2 ul de RNA y 8 ul de carga para
RNA.
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9.- Someter a electroforesis a 60-70 volts por 90 minutos.

Buffer de carga para ADN 5X.

50 % glicerol Sml

1 ml EDTA 20ul0.5M
0.4% azul de bromofenol 0.04 gr
0.4% xyleno cyanol 0.04 gr

Xlll.17. Reaccién en cadena de la polimerasa a partir de reversotranscripcion (RT-PCR)

NOTAS: Al sacar el RNA de su temperatura de almacenamiento (-709C), debe ser siempre
manejado en hielo para evitar su degradacion. Todo el material debe ser estéril y el agua, de
usarse, tratada con DEPC. Conviene emplear puntas de 10-20 4l con filtro especial para PCR.

PROCEDIMIENTO:

1.- Programar el termociclador con los siguientes segmentos:
Seg. 1 37°C  30-45 min.
Seg.?2 95°C S min.
1ciclo, que puede seguirse de un segmento de refrigeraciéon a 4°C
2.- En el termoblock, calentar a 65 °C por 5 minutos:

10 ul RNAmM

1 ul Hexameros al azar.

11

3.- Mientras tanto, mezclar en ofro vial:

4 ul 1st Strand Buffer 5X
0.5ul  dATP
0.5u dCTP
0.5ul dGIP
0.5ul dTTP

24l Ditiotreitol (DTT)
lul  RVTSuperScript 200 U/ul (Gibco BRL)
o ul

4.- Pasados los 5 minutos, unir el contenido de los dos viales resuspendiendo con cuidado
(volumen total: 20 ul) y manteniéndolos en hielo.

5.-Con la reaccién en un solo tubo, introducir en el termociclador e iniciar el programa ya
descrito.

6.- El producto puede ser almacenado a -20°C o empleado inmediatamente para una reaccion
de PCR.

Xlll. 18. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

NOTAS: Aunque el DNA es menos Iabil que el RNA, debe ser siempre manejado en hielo para
evitar su degradacion. Todo el material debe ser estéril y el agua, grado Biologia Molecular.
Conviene emplear puntas de 10-20 ul con filtros especiales para PCR.

PROCEDIMIENTO:
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1.- Programar el termociclador con los siguientes programas unidos en orden:
Prog. 1: 1 ciclo
Segmento 1 94°C 2 min.
Prog. 2: 30 ciclos
Seg.1 94°C 15seg. Desnaturalizacién
Seg.2 60°C 30 Seg. Alineamineto
Seg.3 72°C 1 min Polimerizacion
Prog. 3: 1 ciclo
Seg.1 72°C 7 min. Polimerizacion final
Puede unirse a un programa de refrigeracion a 4°C.
2.-Preparar una reaccién conteniendo:
5l PCR Buffer 10X Gibco BRL (con 1.5 mM MgCly)
1wl MgCl2 25 mM (Conc. final de Mg: 2 mM)

Tl dATP
Tyl dGT
1y dCTP
Ty dTTP

1.5 ul  oligonucleotido up

1.5 ul oligonucleotido Down

Syl 5-10 ng de Templete de DNAg o DNAC
0.5u 2 Unidades de enzima TAQ DNA polimerasa

31.5 yl H20 BM

3.- Infroducir el vial en el termociclador e iniciar los programas descritos al principio.
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