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RESUMEN

La rabia es una infeccidén virica mortal, de enorme trascendencia para la
salud publica ecuatoriana por las altas tasas de mortalidad observadas en
afios anteriores. Los canidos constituyen la principal fuente de transmision al
hombre en zonas urbanas, mientras que en las zonas rurales se suman
diferentes especies de animales silvestres, entre los cuales predominan los
quirépteros como fuente de transmision a otros mamiferos incluido humanos.
La rabia constituye un serio problema sanitario en razén de la alta letalidad;
demanda ademdas una considerable inversion econdémica y recursos
humanos para actividades de control y prevencion.

La importancia de estudiar este virus radica en la prevencién y la elaboracién
de nuevas herramientas que nos permitan un mejor control de futuros brotes
de la enfermedad. Con esta finalidad el presente trabajo describe la
implementacion de un sistema de replicacion artificial del virus de la rabia,
utilizando principios de genética reversa y técnicas de clonacion molecular.
Dicho sistema permitira estudiar procesos bildégicos e inmunoldgicos bajo

condiciones in vitro.



El correcto funcionamiento del sistema artificial se comprob6é mediante la
expresion de un minigenoma, el cual es un ARN de menor tamafio que el
genoma viral completo, pero que contiene la informacion genética suficiente
para replicarse, proveyendo las proteinas virales necesarias paralelamente.
El minigenoma se construyd reemplazando todos los genes estructurales del
virus por el gen que codifica la proteina verde fluorescente (eGFP, siglas en
inglés), como gen reportero. Su actividad se determiné por fluorescencia en
un cultivo de células de riidn de mamifero, después de 72 horas de
transfeccion.

Los resultados obtenidos, con sus respectivos controles, demuestran que el
sistema fue exitoso al transcribir y expresar el gen reportero del minigenoma
rabico. Estos resultados serviran de base para la elaboracion de un genoma

completo del virus de la rabia que pueda ser recuperado in vitro.
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INTRODUCCION

La rabia es una enfermedad producida por un virus de ARN del orden
Mononegavirales, familia Rhabdoviridae, género Lyssavirus, que afecta el
sistema nervioso de mamiferos. Es un virus cosmopolita presente en todos
los continentes a excepcion de la Antartida y es responsable de
aproximadamente 61000 muertes al afio (1).

La enfermedad circula en el Ecuador, principalmente en vectores de tipo
silvestre, como los Murciélagos, y es transmitida por la mordedura de un
animal infectado. Debido a la mortalidad casi homogénea que presenta la
rabia en personas que muestran los sintomas de la enfermedad, las
autoridades de salud tanto nacionales como internacionales han fomentado
estudios que generen herramientas para vigilar y combatir los brotes de la

enfermedad y proteger las poblaciones en riesgo.

Con este propdsito, la presente tesis describe la implementacion de un
sistema de replicacion artificial para crear transcritos de ARN de novo,
homdélogos al virus de la Rabia denominados minigenoma. Este sistema tiene
la capacidad de replicar y transcribir usando las mismas proteinas virales
permitiendo estudiar los procesos bildégicos e inmunoldgicos virales bajo
condiciones in vitro. Para cumplir este objetivo se desarroll6é los siguientes

objetivos especificos:



1. Se Construyé un minigenoma Rabico con el gen reportero de la Proteina
Verde Fluorescente (eGFP, siglas en inglés) flanqueado por las

secuencias genéticas promotoras virales: Leader y Trailer.

2. Se clono los genes rabicos minimos esenciales para la replicacion viral:

nucleoproteina (N), fosfoproteina (P) y polimerasa (L).

3. Se determind la actividad del minigenoma en células de mamiferos por

microscopia de fluorescencia.

El sistema es mediado por 5 plasmidos: 3 plasmidos auxiliares que
proporcionan las proteinas minimas infecciosas virales; 1 plasmido de
rescate que transcribe el Minigenoma; y 1 plasmido que proporciona la

enzima T7. Este ultimo regula la transcripcién de los otros plasmidos.

En base al conocimiento de la secuencia genética del virus se armé cada uno
de los plasmidos por medio de técnicas convencionales de clonacion y ADN
recombinante. También se estandariz6 un método de diagndstico molecular
del virus rabico para futuros ensayos en los que se requiera detectar los virus

recombinantes producidos con el sistema de rescate.

La presente investigacion estd alineada a las recomendaciones de la
Organizacion Mundial de la Salud, que en el 2010 exhorto a los paises donde
existe rabia a mejorar sus métodos de vigilancia, proteccion y prevencion de

la enfermedad (2).



Las técnicas empleadas en esta tesis permitiran estudiar los procesos
bioldgicos virales in vitro y desarrollar nuevas vacunas con relevancia
antigénica a las cepas circulantes en el pais e incrementar la seguridad en el
manejo del bioldgico, permitiendo la pronta atencion a las comunidades en

riesgo.



CAPITULO 1: MARCO TEORICO

1.1 Situacion actual e importancia en la investigacion de la Rabia

Vacunar a una poblacién en riesgo contra el virus de la rabia ha demostrado
ser una herramienta eficaz para prevenir y reducir la dispersion de la
enfermedad. La vacuna se suministra como profilaxis pre-exposicion a
individuos que se consideren con un riesgo potencial de contraer la
enfermedad; o tratamiento post-exposicion a individuos que fueron

agredidos por animales infectados.

En el Ecuador, el control de vacunacion y profilaxis por parte de las
autoridades de salud estan en vias de eliminar la transmision de Rabia
urbana(3) (i.e. Rabia transmitida por perros domésticos). Sin embargo, los

reservorios silvestres del virus siguen representando un riesgo para las



poblaciones rurales del pais y en la ultima década han aumentado su
incidencia en América Latina (4) (Fig. 1), especialmente la transmisién por
murciélagos Hematofagos (5—7). Esto se evidencio en el Ecuador por el brote
de Rabia humana silvestre ocurrido en cantdén Taisha, provincia de Morona

Santiago, en el 2011, con un total de 12 casos fatales (8).

A pesar de la eficiencia de la vacuna contra la rabia, esta requiere de
multiples dosis para inmunizar al organismo (9), asi como una estricta
cadena de frio para su transporte (10). Estos requerimientos dificultan la
inmunizacién de poblaciones rurales, con dificil acceso logistico, por lo que
se recurre a otras medidas alternativas de control silvestre como es la
reduccion masiva de los mamiferos considerados fuentes de la infeccion. Por
ejemplo, en brotes de rabias transmitidos por murciélagos hematéfagos se
usan sustancias venenosas denominadas vampiricidas que al ser

suministrada adecuadamente pueden destruir la colonia infectada de rabia.
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Figura 1. Reportes anuales de Rabia Humana en América Latina
obtenidos del Sistema de Informacion Epidemiolégica (SIEPI). Se
observa un incremento de transmision de Rabia atribuida a Murciélagos
(Linea Azul) en la ultima década en comparacion con el clasico vector canino

(Linea Roja).

No obstante, se crea un gran problema ecolégico al disminuir
impredeciblemente la fauna del ecosistema, asi como forzar la migracién de
las especies sobrevivientes y distribuir la enfermedad a nuevas zonas
geograficas (11). Estos problemas crearon un interés por desarrollar mejores
métodos para inmunizar los reservorios silvestres, entre los que se destaca el
uso de vacunas orales suministradas en campo abierto junto con una

carnada (12,13).



Los programas de vacunacion oral contra la Rabia en zonas silvestres, se
han presentado como una mejor opcion para el control del virus en
ambientes naturales (12,14-16). Estas vacunas son producidas a partir de
virus recombinantes no letales como Vaccinia (17,18) o Adenovirus (19-22),
que expresan la proteina antigénica del virus Rabico (i.e., Glicoproteina)

(23)..

La tecnologia de genética inversa ha permitido crear varios virus
recombinantes con genoma de ARN tales como rabia, dengue, influenza y
ébola, entre otros (20,24-31). Esta tecnologia se basa en la capacidad de
recrear todos los aspectos de replicacion y transcripcion de virus de ARN

desde unidades de ADN plasmidico.

1.2 Informacién general

La rabia es una enfermedad viral que afecta principalmente el sistema
nervioso de mamiferos y ha sido reportada en todos los continentes con
excepcion de la Antartica (32). Una vez presentado los sintomas, la rabia
tiene un alto indice de mortalidad y se estima que causa alrededor de 61000
muertes al ano (1). Sin embargo, este valor puede estar subestimado, debido

a que la mayor parte de los casos se producen en lugares de pocos recursos



donde usualmente no hay las herramientas adecuadas para un correcto

diagnostico y reporte de la enfermedad (33-35).

1.2.1 Desarrollo de la enfermedad
La enfermedad se desarrolla durante 5 etapas: incubacion, prédromo,

periodo neurolégico agudo, coma y muerte (36,37).

El contagio del virus generalmente se produce por la mordedura de un animal
infectado, aunque también existen casos poco comunes de transmision por
trasplante de drganos infectados y particulas virales en estado de aerosol
(38,39). El periodo de incubacion puede durar de 30 a 90 dias, dependiendo
de diversos factores como cantidad de virus inoculado, lugar de la mordedura
y sistema inmune del hospedero, entre otros. Se han reportados muy pocos

casos que sobrepasan el afio de incubacion (40).

La fase prodrémica es de corta duracion (de 2 a 10 dias) y con sintomas no
especificos como malestar general, nauseas, fiebre, cefalea o irritacion en el
lugar de la mordedura. Esta fase no se presenta en todos los casos de Rabia

(41).

En la fase aguda neurolégica se presentan fuertes dolores de cabeza y
disfuncién del sistema nervioso (e.g., agitacion, ansiedad, hiper-salivacion,
delirio, paralisis, aerofobia, hidrofobia). Dependiendo de los sintomas
desarrollados la enfermedad se clasifica en 2 grupos: La rabia paralitica

donde los musculos se van paralizando gradualmente hasta entrar en coma;



y la rabia furiosa que se caracteriza por presentar conducta agresiva,

hidrofobia y aerofobia(42).

Las ultimas etapas se presenta en estado de coma, el cual se prolonga
segun el tratamiento clinico pero con escazas probabilidades de mejorar (43).
El coma precede en las mayorias de los casos a la muerte del organismo

(44,45).

1.2.2 Estructura molecular del virus

El Virus de la Rabia (VRAB) pertenece al género Lyssavirus, de la familia
Rhabdoviridae. Su morfologia se asemeja a una “bala” y mide
aproximadamente 45-100 nm de diametro y 100-430 nm de longitud (46). Las
7 especies de este género son similares en su estructura y contempla 2

partes principales: la envoltura y el nucleo viral.

La envoltura viral esta conformada por la membrana fosfolipidica
perteneciente a la célula infectada. Debajo de la membrana se encuentra la
proteina Matriz (M) que funciona de puente entre la envoltura y el nucleo

viral, participando principalmente en el ensamblaje del virus (47).

Al exterior de la membrana se encuentran expuesta la Glicoproteina viral (G),
que interactua con el receptor de la célula huésped para introducir el virus
por medio de endocitosis. Al momento se desconoce exactamente cual es el
receptor que participa en el ingreso viral, pero existe un claro tropismo por

células nerviosas (48-51).



El ndcleo consiste en el ARN viral encapsulado por varios protdmeros de
nucleoproteina (N), la cual permite que se doble en forma eliptica para su
compactacion y formar lo que se conoce como nucleocapside. Cada
nucleoproteina engloba 9 ribonucledtidos (52-54). Asociada a la
nucleocapside se encuentra el complejo de polimerizacion P-L, formado por
la fosfoproteina (P) y la polimerasa (L) (55,56). La proteina L sintetiza las
cadenas sentido gendmico viral (- ARNv) y antisentido gendémico viral (+

ARNCc), dependiendo del estadio del ciclo de infeccion (32).

El genoma es de ARN no segmentado, de polaridad negativa, con 5 genes
codificantes: nucleoproteina (N), fosfoproteina (P), Matriz (M), Glicoproteina
(G) y Polimerasa (L). Cada gen esta separado por su respectiva region
intergénica (RIG) que contiene las sefales para suspender la transcripcion,

poliadenilar e iniciar la transcripcion del siguiente gen.

En los extremos del genoma se encuentran los promotores de replicacion de
la cadena gendmica (Leader) y la cadena anti-gendémica (Trail) (57) (Fig. 2).
La RIG entre los genes G y L presenta un pseudogén (¥), de
aproximadamente 600 bases y ha sido usado para modificaciones genéticas

por su estabilidad al aceptar y retener genes foraneos (58).

El complejo mayor formado por el ARN viral, la nucleoproteina, fosfoproteina

y polimerasa viral se denomina nucleo ribonucleoprotéico (RNP).

10
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1.2.3 El ciclo viral

La entrada del virus a la célula huésped se realiza por endocitosis cuando la
glicoproteina expuesta en la envoltura del virus se enlaza con el receptor de
la célula (Fig. 3-1). Luego, la membrana viral se fusiona con el endosoma

liberando el complejo RNP en el citoplasma (Fig. 3-3).

La maquinaria viral usa como molde el ARN gendémico liberado (polaridad
negativa) para comenzar a transcribir un ARN corto de 55nt llamado Leader,
el cual es el unico transcrito conocido sin las modificaciones de un ARNm
(59,60). Luego se transcribe los 5 ARN mensajeros (ARNm) que

corresponden a cada una de las proteinas virales (Fig. 3-4).

Existe un orden jerarquico de cantidad de ARNm para cada una de las
proteinas, el cual dependera de su proximidad con el extremo 3" gendmico
viral (61) (Fig. 2). Es decir existira mayor cantidad de nucleoproteina
transcrita que de polimerasa. Se ha comprobado que las RIG regulan la
expresion de los genes (62). EI complejo de polimerizaciéon hace una alto
antes de comenzar la transcripcion de un nuevo gen y en el 20% a 30% de
los casos se disocia del ARN lo que crea una atenuacién de los genes

transcritos mas alejados del extremo 3.

Luego de expresar suficientes proteinas virales, el complejo de

polimerizacion pasa de transcribir ARNm a replicar el virus completo (63,64).

12



La gran cantidad de Nucleoproteina soluble en el citoplasma de la célula
infectada, encapsula al ARN Leader naciente durante la replicacién viral y se
crea una cadena completa antisentido gendémico viral (ARNc), que sera

molde para la sintesis de nuevo ARN gendmico viral (ARNv) (59) (Fig. 3-6).

La sintesis de ARNv y ARNc se produce de manera desproporcional con un
radio de 49:1 respectivamente(65). Esta diferencia probablemente se deba a
que la region 3" del ARNc funciona como un potenciador produciendo mas

ARNvV que su contraparte (65).

Durante la replicacion, la fosfoproteina funciona como chaperona y forma un
complejo con la nucleoproteina libre, para doblar y encapsular el ARN viral a
medida que se sintetiza la cadena gendmica o antigendbmica (66). Este
complejo también evita que la nucleoproteina libre se aglutine o se asocie
con ARN propios de la célula (60). La fosfoproteina recluta a la polimerasa

viral libre para formar el complejo RNP.

El complejo RNP recién formado se asocia con la proteina Matriz para
ensamblar el virus y migrar hacia la membrana de la célula huésped,
adornada de glicoproteinas (67—69). La particula viral naciente que egresa

repite el ciclo al infectar otra célula (47).

13



14

ALLAAAA12LTY

SITTTITTTTITT

¥
@

ARNY () ARNC (+)

& Citoplasma
@ Proteinas
Nucleo o8-y,

- Traduccién
en
ribosomas

Figura 3. Ciclo viral de la Rabia

1.2.4 Diagnéstico de Rabia

Debido a la mortalidad y peligrosidad que significa un brote del virus para una
poblacién especifica, es necesario un diagndstico confiable para poder tomar
las medidas adecuadas a la situacién, es por esta razon que muchos
laboratorios realizan varias pruebas confirmatorias antes de revelar el

resultado final (70).

El diagnéstico estandar de la Rabia, sugerido por la Organizaciéon mundial de

la salud (OMS), es el ensayo de anticuerpos con inmunofluorescencia (FAT



por sus siglas en inglés) y la inoculacién en cerebros de ratén lactante (MIT)
(71-73). A pesar de la sensibilidad y rapidez de FAT, es parte del protocolo
que se realice una prueba confirmatoria mediante MIT, en los casos
negativos. El ensayo por MIT requiere de un lapso de 2 a 3 semanas, un
bioterio y el mantenimiento de los ratones, ensayo que puede llegar a ser
muy costoso (72). Por esta razon, los MITs son generalmente usados para

diagndsticos confirmatorios en casos humanos (74).

Los ensayos de FAT y MIT son usados como referencias en la mayoria de
laboratorios de diagnostico, sin embargo presentan ciertas limitaciones ya
que requiere de una biopsia del material infectado, limitando su uso para
estudios post-mortem. Ademas, cuando el tejido empieza a descomponerse
la sensibilidad de los ensayos se ve seriamente comprometida (75). Para
cubrir estas limitaciones se han planteado métodos alternativos al
diagndstico tradicional, donde los ensayos moleculares han adquirido

bastante aceptacion por la rapidez y sensibilidad de sus resultados (71,76).

Los ensayos moleculares se basan en la deteccion del material genético del
virus. La herramienta molecular mas usada es la reaccion en cadena de la
polimerasa junto a la transcriptasa reversa (RT-PCR, por sus siglas en

inglés).

Este método combina dos técnicas: primero convierte el ARN gendmico viral

(ARNv) a una cadena de ADN complementaria (ADNc) por medio
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transcripcion reversa (RT), Luego el ADNc pasa a ser molde para la
amplificacion por la reaccibn en cadena de la polimerasa (PCR). La
sensibilidad del método va a depender de varios factores entre los que se
destaca las condiciones fisico-quimicas de la reaccién, el sitio genético

amplificado, el tipo y condicion de la muestra analizada (77).

En Rabia se han desarrollado diferentes protocolos de RT-PCR como
diagnostico que amplifican diferentes regiones del genoma, en su mayoria se
concentran en el gen de la Nucleoproteina debido a lo conservacién evolutiva

entre las diferentes cepas genéticas (78—-81)

Debido a que se trabaja directamente con el material genético del virus, esta
técnica puede dar paso a estudios que involucren el analisis filogenético y

epidemioldgico de la cepa circulante (79,82).

1.2.5 Vacunas Antirrabica: actualidad y desafios del futuro.

Entre 1880 y 1885, Louis Pasteur desarroll6 la primera vacuna antirrabica a
partir de tejido nervioso de conejos, inactivando quimicamente el virus. En
ese tiempo la vacuna se considerd segura aunque luego se conoceria que el
método utilizado para la inactivacidon no era completamente eficiente y el

virus podria reactivarse y generar la enfermedad (83).

Estudios posteriores realizados por Fermi (1908) y Semple (1919) mejoraron

los métodos de inactivacion volviendo imposible que se genere Ia
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enfermedad por la vacunacion (84). No obstante, efectos neuronales
secundarios se fueron presentando debido a que se utilizaba cerebro de
animal para desarrollar el virus y algunas proteinas residuales -
especialmente la mielina- sobrepasaban el mecanismo de purificaciones lo

que en algunos casos generaba reacciones alérgicas adversas (85).

En 1954, Fuenzalida y Palacios usaron ratones lactantes de 24 horas para la
produccion de vacunas con el proposito de disminuir la cantidad de mielina
en el tejido. Esto disminuyé a su vez el riesgo de efectos neurolégicos
adversos colaterales (86) y ha sido la férmula mas usada en la vacunacion

tanto de humanos como animales domésticos en Latinoamérica (84).

Paralelamente, en 1958 Kissling (87) empez6 a estudiar los cultivos celular in
vitro como sustrato para el crecimiento viral y pruebas experimentales de
diagndstico. En este estudio se generd una cepa viral denominada
“Challenge Virus Strain” (CVS), adaptada después de multiples pasos a

crecer en cultivo de células de rindn de hamster bebe (BHK-21) (87).

Estos principios fueron usados para la posterior produccion de vacunas en
cultivo de células diploides humanas (HDCV) y células de rindn de mono vero
(88,89). Con el tiempo las vacunas de cultivo celular fueron ganando mayor
relevancia por su potencia inmunogénica y ausencia de mielina en el
producto final. Desde entonces la vacunas antirrabicas se han clasificado en

base al sustrato utilizado en la produccion; es decir si provienen de tejido
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nervioso animal, como la vacuna de Fuenzalida-Palacios o de cultivo celular

in vitro, como las vacunas purificadas de células vero(85).

Con las nuevas vacunas en el mercado, la mayoria de paises con rabia
endémica lograron reducir la enfermedad transmitida desde animales
domeésticos. Pero extender las vacunas a especies silvestres -vectores de la

enfermedad- se convertia en algo impractico.

En vista de este problema a finales del siglo XX surgieron las vacunas
recombinantes para la inmunizacién de especies silvestres. Un ejemplo
aprobado por la OMS es la vacuna V-RG que fue usada exitosamente en
Estados Unidos y Europa para reducir la incidencia de rabia transmitida por
estos vectores. Esta vacuna es producida a partir de un virus de Vaccinia que
fue modificado genéticamente para no ser patdégeno y expresar la

glicoproteina de la rabia responsable de la inmunogénesis (17).

A este ultimo tipo, se las puede clasificar como vacunas inteligentes debido a
que son modificadas genéticamente para producir una respuesta inmune
dirigida y controlada. Con esta tecnologia el desafio que se tiene para el
futuro es desarrollar una vacuna con una mejor resistencia a factores
ambientales (e.g temperatura), una mejor respuesta inmune en una menor

dosificacion y con ningun efecto colateral(85).
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1.3 Genética inversa y sistemas de rescate

La Genética es la ciencia que busca explicar el comportamiento de un
fenotipo especifico por medio de su genotipo, heredabilidad y variaciones.
Tradicionalmente este fenotipo es rastreado hasta el gen causante
determinando su secuencia de nucleotidos para compararlo con otros genes
homodlogos y buscar mutaciones, relaciones genéticas o dominios especificos
que puedan explicar el comportamiento del fenotipo. A pesar de que se ha
logrado identificar una gran variedad de genes, la genética tradicional no
puede evaluar todas las mutaciones posibles. Esto se debe a que no todas
las mutaciones estan presentes naturalmente o se encuentran muy escazas
y no han sido identificadas. Para poder realizar estos estudios se utilizan
técnicas que corresponden al campo de la Genética inversa, termino
definido porque la informacion (i.e., De gen a fenotipo) fluye en direccion
opuesta a la Genética tradicional (i.e., De fenotipo a gen). La informacién
obtenida de las técnicas de Genética inversa comienza por manipular un gen
especifico para estudiar el fenotipos causado por el cambio de una variable
(e.g. mutaciones, condiciones fisiologicas, = modificaciones  pos-
traduccionales, etc). A pesar que los objetivos de estudio de la genética
tradicional y la genética reversa son opuestos, ambas areas se

complementan una a la otra (31,90).

Gracias a los avances en Genética inversa, se ha podido manipular y replicar

in vitro virus especificos mediante una técnica conocida como “rescate viral”.
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Esto ha permitido estudiar el comportamiento fisiolégico viral, asi como las
proteinas y mecanismos que interactuan en el proceso. El virus obtenido por

genética inversa se denomina virus recombinante.

Unos de los primeros rescates fue la generacidon de un virus de ADN
infeccioso del Simian virus 40 (SV40) en 1976, el cual debido a su corto
tamano de 5500pb lo hizo un excelente candidato para generar un
recombinante (91). Los primeros rescates se realizaron con virus de ADN

debido a su facil manipulacion y estabilidad en el laboratorio (31).

Dos afos después, se rescatd el primer virus de ARN transformando un
plasmido con el ADNc del bacteriofago QB en bacterias E. coli (92). El éxito
de estos estudios dio paso al rescate de otros virus de ARN de polaridad
positiva, entre los que se destaca el virus de la polio (93—103). El virus de la
polio fue el primer virus que infecta a mamiferos, con gran importancia clinica

y que pudo ser recuperado por técnicas de genética inversa.

Los virus de ARN de polaridad positiva coinciden estructuralmente con el
ARN mensajeros de eucariotas y, como consecuencia, la transfeccion directa

del ARN por si sola es infecciosa.

A pesar de los avances en diversos virus de ARN positivos, no fue hasta
1994 cuando el primer virus de ARN de polaridad negativa fue rescatado

(104). Luego esta técnica fue adoptada para una gran variedad de virus
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similares y hoy en dia se cuenta con el rescate de la mayoria de

representantes de las diversas familias de virus (25,26,29,31,105-110).

1.3.1 Minigenomas

El conjunto de varios componentes que permitan generar exitosamente un
virus 0 una molécula analoga se conoce como sistema de rescate. Estos
sistemas son capaces de generar clones funcionales denominados virus
recombinantes y han sido ampliamente usados para generar novedosas
vacunas (20,23), estudiar mecanismos de replicacion e infeccion viral

(111,112) e incluso para estudios ajenos al virus per se (113-117).

Sin embargo, la construcciéon de virus completos requiere en la mayoria de
casos de mucho tiempo y de cierta experticia en las técnicas moleculares
(118). Debido a esto, muchos estudios generan primero un minigenoma(112),
el cual contiene todas las secuencias cis y frans necesarias para replicar y
transcribir un virus, pero solo contiene un gen reportero en reemplazo de
todos los genes virales. EI minigenoma permite medir la actividad de
replicacion y transcripcion bajo diferentes condiciones experimentales (119—
121). A la vez, el rescate de minigenomas permite realizar modelos de
replicacion para estudiar el comportamiento de un gen especifico en el ciclo

viral (122).

Las polimerasas usadas para transcribir el ARN homologo al virus en los

sistemas de rescate afnaden nucledtidos no propios a la secuencia original en
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el extremo 3" y se ha demostrado que esta adicion inhibe las subsiguientes
replicaciones en virus de polaridad negativa. Por esta razon se coloca una
ribozima al final del transcrito del plasmido de rescate que permita generar un
autocorte manteniendo integra la secuencia viral (123). Por el contrario, el
extremo 5 puede tolerar una cierta cantidad de nucledtidos que

posteriormente son corregidos durante las replicaciones (124).

1.3.2 Estructura del Sistema de Rescate
En este estudio se ha definido 3 partes que generalmente conforman los
sistemas de rescate de los mononegavirales: El plasmido de rescate, los

plasmidos auxiliares, y el mecanismo de transcripcién de los plasmidos.

El plasmido de rescate es responsable de transcribir el ARN viral o
minigenoma. Debido a que es indispensable la integridad del ARN transcrito,
se evita usar plasmidos de alto numero de copias ya que la probabilidad de

generar mutaciones no deseadas es mayor en estos plasmidos (125).

A diferencia de los virus de ARN positivos, que son directamente rescatados
al transfectar el ARN viral, los virus de ARN negativo requieren de un
proceso de replicacion y transcripcion mediados solo por sus proteinas
virales. Por esto los sistemas de rescate para estos virus requieren de la

expresion de sus proteinas en frans que conforman el complejo RNP (126).
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Estas proteinas dentro de la célula son suministradas por lo que se conoce

como plasmidos auxiliares.

Tanto el plasmido de rescate como los plasmidos auxiliares transfectados
requieren ser transcritos por una polimerasa de ARN dependiente de ADN.
Generalmente para los mononegavirales que tienen un ciclo de replicacion
exclusivo del citoplasma se usa la polimerasa T7 (127). Esta enzima es
provista en trans, ya sea por células que han sido modificadas para

expresarla continuamente (128) o por plasmidos con promotor tipo Pol Il..

1.4 Clonacién molecular

La clonacién molecular en el contexto de esta tesis se define como el
conjunto de técnicas que permiten recombinar el ADN y generar clones del
mismo. Con este propdsito se utilizan técnicas tradicionales que consisten en
la amplificacion in vitro, digestion de ADN, el uso de plasmidos
recombinantes, ligacién de bordes compatibles y la generacion de clones en

bacterias competentes (129).

1.4.1 Amplificacion in vitro
Para trabajar con virus de ARN es necesario convertir la secuencia de ARN

a ADN complementario (ADNc) por medio de una enzima transcriptasa
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reversa (RT) y posteriormente amplificar el material genético con la reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR). La combinacién de estas dos técnicas se
conocen como RT-PCR (130). El producto amplificado es un ADN de doble
cadena que dependera de los primers usados para generar fragmentos de

tamafio especifico conocidos como “amplicon”(131).

1.4.2 Digestion de ADN

La digestion es el proceso clave para generar ADN recombinante. El ADN es
cortado o “Digerido” por enzimas de restriccion, las cuales reconocen una
secuencia especifica (Diana) y realizan un corte en la doble hebra de ADN.
Esta secuencia puede ser agregada a los primers en el extremo 5° para que
sea amplificada durante la PCR y se genere la diana de digestion(132). A
pesar de la gran variedad de enzimas, en esta tesis se describe unicamente

las endonucleasas del tipo IS y tipo IIP (133—-135).

Las enzimas de tipo IIS —como Sapl y BsmBI- se caracterizan por cortar
fuera de la diana, esto es muy favorable para construir ADN recombinante
que requiere mantener integra la secuencia original, sin agregar o dejar
rastro de la diana reconocida por la enzima. Esta técnica se la conoce como
corte “invisible” debido a que la secuencia digerida desaparece del producto

final (136,137).
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Las enzimas de tipo IIP son un grupo extenso que se caracterizan por cortar
dentro de la secuencia diana y su secuencia es palindromica de 4-8
nucledtidos de largo. Entre las enzimas mas usadas de este grupo se
encuentran: EcoRI, Notl, Xmal, Sphl, Sacl, Pstl, entre otras. La mayoria de
plasmidos comerciales contienen una region que agrupa varias dianas de
este tipo de enzimas y se conoce como sitio de clonacién multiple (MCS

Siglas en inglés), donde se insertar el ADN foraneo (138) .

1.4.3 Plasmidos

Los plasmidos son moléculas de ADN circular presentes naturalmente en las
bacterias. Son usados en ingeniera genética por su cualidad de replicarse
independiente del ADN cromosomico. Para este fin, el plasmido tiene que
cumplir con 3 requisitos indispensables: Un MCS, donde se encuentran
concentradas secuencias dianas para diferentes enzimas de restriccion; una
secuencia sefal del origen de replicacion, esta puede ser de alta o baja copia
dependiendo del numero de réplicas que generen; y un método de seleccion

que permita identificar la célula hospedera que contenga el plasmido.

1.4.4 Ligacion y transformacion de bacterias competentes
La enzima ligasa permite unir covalentemente 2 cadenas de ADN que

tengan bordes compatibles dejados por una enzima de restriccidon. Para que
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se realice la union de las cadenas se requiere que las moléculas de ADN
afines se sobrepongan entre ellas, luego la enzima ligasa une los nucledétidos

en presencia de ATP (139).

La mayoria de enzimas ligasas tienen su punto de actividad Ooptima a
temperatura ambiente, pero la union de las moléculas por afinidad es
esporadica y se realiza mejor a baja temperatura (4°C), para disminuir la
cinética de las moléculas en la reaccion. La union es el paso mas deficiente,
por eso usualmente se favorece este paso dejando la reaccidén a temperatura

de 4°C por un tiempo prolongado (>12h).

En clonacién molecular la ligacion habitualmente corresponde a un plasmido
con un inserto de ADN vy el producto ligado se lo replica in vivo en bacterias
que han sido preparadas para aceptar ADN foraneo. Este proceso se conoce
como transformacion y el resultado es una bacteria capaz de producir un

plasmido recombinante.

1.5 Secuenciacion, bioinformatica y filogenética.

Tanto para la construccidn genética por clonacién molecular o para el
diagnodstico por RT PCR, es necesario comprobar si el producto amplificado
contiene la secuencia genética adecuada. Con este propdsito se usa la

técnica de secuenciacion por el método de Sanger el cual consiste en la
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amplificacion usando nucleétidos modificados que terminan la reaccion en los
diferentes puntos donde se los adhiera, o que permite por medio de 4
reacciones -una por cada nucledétido- determinar la secuencia de ADN en la
reaccion. Pero este proceso no puede abarcar secuencias mayores de 600
nucleotidos debido a que los fragmentos se vuelven muy grandes para ser
separados por electroforesis y la sensibilidad de lectura se ve comprometida,
es por eso que se utiliza la estrategia de secuenciacion ‘Primer Walking’ que
consiste en utilizar secuenciaciones continuas empezando con primer
conocidos para luego ir creando nuevos primers en base a la informacion
obtenida (Fig. 4). La parte tedrica del método se encuentra con mejor detalle

en el articulo de revision de Lilian T. C. Franca (140).

Una vez determinada la secuencia genética son analizados por programas y
algoritmos computarizados. El uso de las computadoras para la
interpretacion de datos bioldgicos es lo que se conoce como bioinformatica.
Las secuencias obtenidas son comparadas con una base de datos genéticas
por medio de alineaciones de ADN que sobreponen multiples secuencia para

observar los cambios y semejanzas entre ellas(141).

Posterior a esto, se realiza andlisis filogenéticos con la finalidad de observar
la distancia genética entre las diferentes secuencias alineadas. Estos analisis
suelen ser graficados por arboles filogenéticos para observar la relaciéon

genética en base de los cambios de nucledtidos. Los arboles estan formados
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por nodos y ramas las cuales simbolizan a la especie y su trayectoria
evolutiva, cada agrupacion genética con un mismo ancestro comun se

conoce como clado.
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Figura 4. Estrategia de clonacion “Primer Walking”. Imagen original de
Lilian T. C. Franca(140).
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CAPITULO 2: MATERIALES Y
METODOS

El proyecto de tesis se desarrollé en colaboracion con el Instituto Nacional de
Investigacion en Salud Publica (INSPI), para que la metodologia sea validada
y supervisada por un ente técnico oficial del Ministerio de Salud Publica del
Ecuador. Para asegurar un nivel adecuado de bioseguridad, el
procesamiento de las muestra se ejecutd bajo condiciones de Bioseguridad
nivel 2, que incluye el uso de una cabina de seguridad biologica y ropa
protectora, asi como vacunacion antirrabica de pre-exposicion.

Los protocolos usados estan detallados paso a paso en la seccion 4.4.2 de

anexos para mayor informacion.
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2.1 \Virus, plasmidos y células.

Se tomb6 como estandar de calibracion el virus denominado CVS5, tanto para
la amplificacidon de los genes en el sistema de rescate como para las pruebas
de estandarizacion del diagndstico molecular. Esta cepa viral es utilizada

para preparar la vacuna antirrabica humana en Ecuador (142).

Cinco muestras clinicas de tejido cerebral infectadas con rabia (Fig. 7A)
fueron utilizadas para probar el diagnéstico molecular. La cepa CVS5 y las 5
muestras clinicas fueron provistas cordialmente por el INSPI para el

desarrollo de esta tesis.

Los plasmidos pCAGGs-T7, pM1(143) y pTM1 fueron usados en la
construccion del sistema de rescate. El plasmido pCAGGs-T7 expresa la
polimerasa T7 y esta regido bajo el promotor de beta actina de pollo, el cual

recluta la ARN polimerasa Il en células eucariotas.

Los plasmidos pM1 y pTM1 contienen un MCS flanqueado por la secuencia
senal T7 promotora y T7 terminador. Solo el plasmido pTM1 tiene un sitio
interno de entrada al ribosoma (IRES por sus siglas en inglés) entre el
promotor T7 y el MCS. La estructura secundaria formada por el IRES al
transcribirse cumple la funcion de CAP para aumentar la eficacia de
traduccion en células eucariotas (144), debido a que la polimerasa T7 no

modifica el ARN transcrito.
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Las células de rifidn de hamster bebé (BHK por sus siglas en inglés) usadas
en la transfeccion de sistema de rescate, asi como los plasmidos pM1, pTM1
y pCAGGs-T7 fueron provistos cordialmente al laboratorio de Biomedicina-
ESPOL por el Dr. Christopher Basler profesor del Departamento de

Microbiologia, Mount Sinai Hospital, New York.

2.2 Extraccion de ARN

Se usd el método de Trizol-LS (INVITROGEN) para extraer el ARN viral
(145). El protocolo usado (Ver Anexo) se ajusté a las especificaciones del
fabricante agregando 50ul de 3M Acetato de sodio y 20ug de glicogeno a la
fase acuosa para tener una mejor precipitacion del ARN. EI ARN fue
resuspendido en un volumen total de 25ul de agua ultrapura y almacenado a

-80°C.

2.3 Diagnoéstico molecular del virus

El proceso de RT-PCR se lo realizdé con el kit comercial SuperScriptlll One-
Step RT-PCR/Platinum Taq (INVITROGEN), bajo las siguientes condiciones:
Buffer de reacciéon 1X, MgSO4 3 mM, primers 0.4uM cada uno y 6ul de ARN.
La reaccion fue amplificada en un termociclador Veriti (Applied Biosystems,
Inc) donde se incubo a 50C por 30 minutos para la sintesis de ADNc, seguido

por una pre desnaturalizacion de 15 minutos a 95C para activar la Taq
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polimerasa y posteriormente 45 ciclos: desnaturalizacion a 94C por 5
segundos y anillado/extensién a 60C por 1 minuto, al finalizar los 45 ciclos se

le agrego 2 minutos de extension final a 72C.

Para el diagnéstico se utilizo tres sets de primers, previamente publicados
(146), y que se comprobd su identidad con varias secuencias del gen
nucleoproteina depositadas datos el banco genético del National Center for
Biotechnology Information (www.ncbi.nlm.nih.gov/). Los resultados del
diagndstico molecular fueron analizados por electroforesis horizontal en un
gel de agarosa al 2%, con sus respectivos controles positivos y negativos

(Fig. 6C).

2.4 Sintesis de ADNc del virus de la Rabia

Con la finalidad de trabajar con el ADN complementario (ADNc) del virus de
la Rabia se uso el kit “Transcriptor First Strand cDNA Synthesis” (ROCHE)
que permite la transcripcion reversa (i.e., Conversion de ARN a ADN) por

medio de una enzima ADN polimerasa y ARN dependiente.

Para la formacion de un ADNc completo (Aproximadamente 12kb) se usoé el
cebador LdrBsmBI (Tabla Il.), el cual que se anilla en el extremo 3" de la
cadena gendmica viral (-). EI ADNc formado se usé como molde para la

amplificacion de todos los genes.

33


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Las condiciones de la reaccion fue establecida siguiendo las
recomendaciones del fabricante 2uM Primer, 1X Reaction Buffer (8mM
MgCl2), 20U de Protector RNase Inhibitor, 1mM de dNTPs, 10U de
Transcritor Reverse Trancriptase en un volumen final de 20ul. La cantidad de
ARN usado fue establecido empiricamente a 8ul por reaccién (Datos no

mostrados).

2.5 Clonacion y ensamblaje de plasmidos

Se amplificé por medio de PCR el ADNc del virus de la rabia utilizando la
enzima Platinum® Pfx DNA Polymerase (INVITROGEN) bajo las condiciones
recomendadas por el fabricante: 1X PCR buffer, 1mM MgS0O4, 0.3mM dNTP
mix, 0.3uM primer mix. El programa del termociclador esta detallado en la

Tabla.2 para cada amplicon.

En el ultimo paso de extension final se agregaron 0.2U de Platinum® Taq
DNA Polymerase a cada reaccion para agregar Adeninas a los extremos 3" y
pueda ser insertado en el plasmido de transporte pGEM-T (PROMEGA), por
la técnica de clonacion T/A (147). Los amplicones fueron revelados en un gel
de agarosa al 1% y purificado con el kit High Pure PCR Product Purification

(ROCHE).

El producto purificado fue sujeto a las digestiones respectivas usando entre
1-5 unidades de enzima por reaccion a 37C por 1 hora. Las enzimas usadas

para cada estrategia de clonacion estan detalladas en las figuras del capitulo
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3.1.2. El ADN digerido fue ligado con 200 unidades de ligasa T4 (NEB), a

4°C por toda la noche.

El producto ligado fue transformado en bacterias quimicamente competentes
DH5a (INVITROGEN), siguiendo el protocolo del fabricante (Ver anexo
4.4.2.7). Una vez elegida la bacteria con el plasmido adecuado, se cultivd en
3 ml de medio LB por toda la noche y se extrajo el ADN plasmidico con el kit
“High Pure Plasmid Isolation” (ROCHE). La concentracion y pureza del ADN
plasmidico fue analizado en un espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo

Scientific).

2.6 Secuenciacion y analisis bioinformatico.

La secuenciacion de los plasmidos usados en esta tesis fue realizada en un
analizador de ADN ABI 3730xI para electroforesis capilar y deteccion
fluorescente por la compania privada Genewiz, Nueva Jersey — Estados

Unidos.

Debido a que el marco de lectura de cada secuenciacion no abarca mas de
600 pares de bases se utilizé la estrategia de secuenciacion “Primer walking”
(Revisar seccién 1.5) para cubrir todas las regiones ensambladas. Esta
estrategia consiste en mandar primero a secuenciar fragmentos con primers
conocidos, es decir primers que se anillen al plasmido o los mismos que se
usaron para amplificar el gen, luego con la nueva informaciéon de la

secuencia obtenida disefiar primers para cubrir las regiones faltantes.
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Las secuencias se recibieron en formato digital .ab1 por su compatibilidad
con una gran variedad de software libres para el analisis del cromatograma y

los picos de secuenciacion.

En este estudio se usd el software Geneious 5.6 para el analisis de
cromatogramas, construccion y ensamblaje de los genes. El analisis
filogenético fue realizado en el software de libre acceso Mega 5. Las
secuencias moldes para realizar los primers y el analisis filogenéticos fueron
obtenidos a partir de la base de datos NIAID Virus Patéogenos y analisis de
recursos (ViPR) en linea, a través del sitio web http://www.viprbrc. Para el
disefio de los primers se uso el software Primer3 disponible libre en internet

http://primer3.ut.ee/(148).

2.7 Cultivo celular y transfeccién

Se cultivé la linea celular BHK-21 en frascos de 75cm? con medio DMEM
mas 10%FBS. No se agregd ningun tipo de antibiético o antimicético al medio
ya que la adecuada practica y cuidados necesarios durante los procesos
deberian ser suficientes para mantener el cultivo libre de contaminacion, y en

el caso de no ser asi poder detectar rapidamente si existe un problema.

La transfeccién se la realizo en células BHK-21 siguiendo el protocolo
adaptado de Martinez-Sobrido et al. (Ver Anexo B.13)(24), en placas de 6
pocillos para cultivo celular. Al tercer dia pos-transfeccion se analizaron las

células en un microscopio de florescencia Motic AE31.
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CAPITULO 3: RESULTADOS Y
DISCUSION

3.1 Resultados

3.1.1 Diagnéstico molecular por RT-PCR del virus de la Rabia.

Con el propésito de abarcar la variabilidad genética del virus se utilizaron 3
juegos diferentes de primers previamente publicados y que resultaron
positivos con el estandar de calibracién CVS-5 (146). Los resultados fueron
revelados en gel de agarosa al 2% con sus respectivos controles negativos

para descartar cualquier contaminacién durante el proceso (Fig. 6).

Luego, el protocolo fue probado con 5 muestras clinicas provenientes del

brote de rabia del 2011 y diagnosticadas positivas por FAT. Las 5 muestras
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fueron analizadas solo con el set de primer #2. Los resultados corroboraron

en 100% con los obtenidos por los métodos seroldgicos tradicionales (Fig. 7).

500pb

200pb

100pb

Figura 6. Diagndstico genético de rabia por RT-PCR

A) Esquema de la organizacion genética del virus de la rabia. B) Ubicacion de
las regiones conservadas de la nucleoproteina viral, reconocidas por cada uno
de los tres sets de primers utilizados en el diagnéstico molecular de virus
rabico. C) Gel de Agarosa al 2% para el diagndstico del control positivo CVS-5
(C+) con su respectivo control negativo (C-) para descartar contaminacion. El
control negativo es una muestra de agua ultrapura la cual fue sometida al
proceso de extraccion y RT-PCR. Los cédigos 1, 2 y 3 corresponden a los 3

juegos de primers usados para el diagndstico respectivamente.
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Caédigo Tipo de Procedencia
muestra

C+ Virus purificado g@psa_svirﬁ;ill)
BBRV1 Cerebro-bovino  Morona Santiago
BBRV2 Cerebro-bovino  Morona Santiago
BBRV3 Cerebro-bovino  Zamora Chinchipe
HBRV1 Cerebro-humano Morona Santiago
HBRV2 Cerebro-humano Morona Santiago

M = Marcador de Peso Molecular
1 = Muestra BBRV1
2 = Muestra BBRV2

3 = Muestra BBRV3

4 = Muestra HBRV1
_CONTROLES

C- C+ 5 = Muestra HBRV2
C- = Control negativo

C+ = Control positivo CVS-5

200pb
100pb

Figura 7. Diagnéstico genético de rabia por RT-PCR.

A) Descripcién de las muestras analizadas B) Gel de Agarosa al 2%
mostrando los amplicones de set 2 de diagndstico (150pb): BBRV1 (1), BBRV2
(2), BBRV3 (3), HBRV1 (4), HBRV2 (5) y sus respectivos controles positivo
CVS-5 (C+) y negativo (C-). El control negativo es una muestra de agua

. ultrapura, la cual fue sometida al proceso de extraccion y RT-PCR.



(PM1-RVeGFP), los plasmidos auxiliares (pTM1-N, pTM1-P y pTM1-L) y un
plasmido control (pTM1-eGFP) para verificar la expresién de la polimerasa

T7 en las células transfectadas.

3.1.2.1 Plasmido de Rescate

El plasmido de baja copia pM1 (143), usado como base para la construccién
del plasmido de rescate, contiene el promotor T7, la ribozima (RZ) del Virus
de Hepatitis Delta (HDV) y la secuencia terminadora T7. Por medio de PCR,
usando los primers “RzFpMI” y “T7RpMI” (Tabla 2), se insertaron dos sitios
de restriccion BsmBl entre el final de la regidon promotora T7 y el inicio de la
RZ HDV, para clonar el minigenoma sin dejar rastros de la secuencia diana
(endonucleasas clase IS ver capitulo 1.4.2). El plasmido formado se

denomin6 pM1-BsmBlI.

Las regiones Leader y Trailer del genoma viral fueron amplificadas desde el
ADNc con primers disefiados para agregar las secuencias BsmBI
complementarias al plasmido con la finalidad de realizar una clonacion
direccionada. Los amplicones de 91pb para el fragmento Leader y 152pb del

Trailer fueron purificados y clonados en un vector de transporte (Fig. 8B).

Luego los clones seleccionados se inocularon en 3 ml de medio LB y se

extrajo el ADN plasmidico. El plasmido de transporte con la secuencia leader
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en sentido positivo fue denominado pGEMT-Ldr(+) y el de la secuencia

Trailer en sentido negativo fue denominado pGEMT-Trl(-).

Los fragmentos Leader y Trailer, retirados del sus respectivos plasmidos
usando las enzimas BsmBIl y Sacl (Fig. 8B), fueron insertados en sentido
genodmico viral en el plasmido pM1. El plasmido resultante se denominé pM1-

RV(-) (Fig. 6D).

Se amplifico el gen reportero de la proteina verde fluorescente (eGFP) con
los primers eGFP-CATf y eGFPr (Tabla 2), incorporando una secuencia de
restriccion Sapl en los extremos (Fig. 8C). El amplicon de 754pb fue clonado
en sentido negativo dentro del plasmido pM1-RV(-), entre la zona de

insercion Sapl. El plasmido final se lo denomino pM1-RVeGFP (Fig. 6E).
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i BsmBI A o R —L Sacl |
pGEMT-Tri(-) [_ ---------- _]
— =i Sapl B — .. —.. —
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PGEMT-Ldr(+) [_ peet reme [ BmelE q
(o
PCR eGFP Tin d49@ [ sapie

D » 2

ﬁ.—,&\ c._'-,@c’\ %5((9\

.............................
Clonacion 1
M1-RV(-
P ) [ Triple ligacion ]
E ;-qu\?' g’o‘?\%
pM1-RVeGFP(-) [ Clonacion 2 ]

Figura 8. Esquema de ensamblaje del plasmido de Rescate.

A) Mapa de la construccion final. B) Plasmidos de transporte de los
fragmentos Trailer y Leader. C) Amplificacion del gen eGFP por PCR. D)
Ensamblaje del plasmido pM1-RV(-): Triple clonacion de los fragmentos
Leader, Trailer y el plasmido pM1-BsmBI. E) Ensamblaje del plasmido de

rescate pM1-RVeGFP(-): Ligacion de eGFP con el plasmido pM1-RV(-).

3.1.2.2 Plasmidos Auxiliares
Para construir los plasmidos que expresan las proteinas N y P, se amplifico
(ver condiciones de amplificaciéon en Tabla 2) el gen N con los primers

NCDSf y NCDSr y el gen P con los primers PCDSf y PCDSr (Tabla 1ll.). El
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tamano de los amplicones fueron 1374pb y 914pb respectivamente. Los
primers usados generaron las secuencias de restriccion Notl, en el extremo
5’-y Pstl, en el extremo 3°, para clonar directamente al plasmido pTM1 (Fig.
9). Ademas, el primer forward se le agrego la secuencia Kozak antes del

primer nucleoétido codificante.

El gen L se lo clon6 en 4 subclonaciones continuas debido a su gran tamafo

(6000 bases). El plasmido final se denominé pTM1-L (Fig. 10C-F).

El marco abierto de lectura de la polimerasa L fue dividido en 4 fragmentos:
L1, L2, L3 y L4 (Fig. 10B). El fragmento L1, ademas de tener las enzimas de
restriccion adecuadas para la clonacién, también cuenta con una region
Kozak antes del primer codén de inicio. Los sitios de restriccion Xmal y Sphl
fueron creados durante la PCR para ensamblar la polimerasa, generando

una mutacion silenciosa en el marco abierto de lectura (Fig. 10A).
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. 1353
I |
A
Promotor Terminador
T7 + IRES Nucleoproteina (N) L
B
: Notl i bt
Lo Nucleoproteina (N) Pstl |
T I I
(o4
o <
[ pTM1-N Clonacién ]
; 894
I I
i
A
| Promotor Terminador
T7 + IRES Fosfoproteina (P) L
B
: Notl i [ o
| Mot Fosfoproteina (P) Pstl |
(o4
N ¢

l pTM1-P Clonacion ]

Figura 9. Esquema de ensamblaje del plasmido pTM1-N y pTM1-P.

A) Mapa de la construccion. B) Amplificacion de los genes N y P por

PCR. C) Ligacion de los respectivos genes con el plasmido pTM1.
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Figura 10. Esquema de ensamblaje del plasmido pTM1-L.

A) Mapa de la construccion. B) Amplificacion de los 4 fragmentos que
conforman la polimerasa, en los cuadros punteados se muestra las dianas
de restriccion creadas por PCR. C-F) Ligacién de los fragmentos y plasmido

respectivos, conforme a la estrategia de clonacion.



3.1.2.3 Expresion de enzima T7 en el sistema.

Para comprobar que el plasmido pCAGGs T7 estd expresando
adecuadamente la polimerasa en las células transfectadas, se construy6 un
plasmido control que exprese eGFP directamente por la transcripcion de la

polimerasa T7.

El gen eGFP se lo obtuvo digiriendo con las enzimas EcoRI y Bglll del
plasmido pCAGGs-eGFP (Fig. 11B). El plasmido pTM1 con el promotor T7
se digiri6 con las enzimas EcoRI y BamHI (Fig. 11C). A pesar que las
enzimas Bglll y BamHI reconocen secuencias dianas diferentes, el borde que

dejan después de digerir el ADN es compatible y puede ser ligado entre

ambas.
1 720
| |
H i
A
Promotor Terminador
T7 + IRES eGFP T7
B
| EcoRl GFP Bl |
pCAGGs-eGFP ( """ -V T

«® &

PTM1-eGFP [ Clonacion ]

Figura 11. Esquema de ensamblaje del plasmido pTM1-eGFP. A) Mapa
de la construccion. B) Digestion de plasmido pCAGGs-eGFP. C) Ensamblaje
del plasmido de rescate pTM1-eGFP: Ligacién de eGFP con el plasmido
pTM1.
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Los resultados se observaron 24 horas post-transfeccion y se presento
fluorescencia en varias de las células transfectadas con ambos plasmidos
(Fig.11A). Por el contrario, el plasmido pTM1-eGFP no pudo transcribir el

ARN en ausencia del plasmido pCAGGs-T7 (Datos no mostrados).

3.1.3 Rescate minigenoma rabico: relacion molar entre plasmidos.

Una vez establecido que el sistema de transcripcion de plasmidos funciona
(Seccion 3.1.2.3 “Expresion de enzima T7 en el sistema”), se experimento
con diferentes concentraciones de los plasmido de rescate (i.e. pTM1-N/P/L y
pM1-RVeGFP) para establecer la relacion molar mas adecuada. Se usaron
como punto de inicio las concentraciones determinadas por Martinez-
Sobrido, Ghanem, lto, y Wickersham (24,119,128,149). Los resultados fueron

calificados con simbolos “-” y “+” de acuerdo al rango de células

fluorescentes observada: 0(-) ,1-4 (+), 5-8(++), 9-12(+++), <13(++++) (Tabla

).

Cada experimento se realiz6 con su respectivo control negativo el cual
consistia en la transfeccion de todos los plasmidos excepto la polimerasa

viral por lo que no se replicaria ni transcribiria el gen reportero en la célula.
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Las células fueron monitoreadas cada dia después de la transfeccién y se

determind que la maxima fluorescencia se podia observar al tercer dia pos-

transfeccion (Fig. 12).

Tabla I. Descripcion y concentraciones de los plasmidos transfectados
para el rescate del minigenoma.

Interpretacion de

fluorescencia
# Células
fluorescentes Nomenclatura
0
1-4 +
5-8 ++
9-12 ++
>13 ++++
pCAGGs- pM1- pTM1- | pTM1- | pTM1-
Cod. [Referencia L RVeGFP() N P o PFr::)unc:tr;ISi; # Replicas
(Hg) (H9) (Mg) | (H9) | (Mg9)
1 |Martinez-Sobrido 1 1 1 1 1 - 2
2 |lto 1 2.5 25 | 25 | 05 + 3
3 [Ghanem 1 4 5 25 | 25 +++ 3
4 |Este estudio 1 4 1 1 1 ++ 1
5 |Wickersham 0.8 2.75 14 0.7 | 0.7 ++ 3
6 |Este estudio 0.8 41 14 0.7 | 0.7 ++ 1
7 |Este estudio 0.8 14 14 | 0.7 | 0.7 + 1
8 |Este estudio 0.8 2.75 2.1 0.7 | 0.7 ++ 1
9 |Este estudio 0.8 2.75 0.7 | 0.7 | 0.7 ++ 1




A
+++
©
Q
o
o tt- ——Ito
O
— Ghanem
@]
= —ge=\Nickersham
L
+ |
12 24 36 48 60 72 84 96
Horas Post-Transfeccion
B
Relacidn entre ,
.. # de Células Fluorescentes 60 horas
plasmidos Post-Transfeccion
(g de ADN)
m:N:P:L Replica 1 [Replica 2 [Replica 3|Promedio |Puntuacion
Ito (2003) 5:5:5:1 2 3 2 21+
Ghanem (2010) 3:4:2:2 12 14 10 12H+++
Whickersham (2010)|4:2:1:1 7| 10 8| 8l++
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Figura 12. Fluorescencia durante 96horas post-transfeccion. A.) Grafica

lineal de la fluorescencia observada durante las 96 horas post-transfeccion en los

3 experimentos mas representativos. B) Ejemplo de la tabla de conteo a 60

horas post-transfeccion.



Microscopia 40X

Luz blanca sin Luz blanca con Sin luz blanca con
filtro filtro filtro

A) Control positivo:
*pTM1-eGFP
*pCAGGs-T7

B) Rescate de
minigenoma:
*pTM1-N
*pTM1-P
*pTM1-L
*pM1-RV(-)
*pCAGGs-T7

C) Control
negativo:
*pTM1-N
*pTM1-P
*pM1-RV(-)
*pCAGGs-T7

Figura 13. Microscopia de células BHK-21.

A) Control positivo de expresion de la polimerasa T7. B) expresion del gen

de fluorescencia del minigenoma por el sistema de replicacion viral. C)

Control neqgativo del sistema de replicacion viral en ausencia de la



3.1.4 Anadlisis filogenético de los genes del sistema de rescate.
Con el propésito de determinar la relacion filogenética del virus utilizado para
el rescate, se analizaron las secuencias obtenidas de los genes N, P y L,

junto con otras cepas de rabias reportadas en la base de datos de NCBI.

Los genes N, P y L, asi como el gen G, se clonaron en plasmidos de
transporte y se secuenciaron. El gen G es de gran interés para futuros

estudios inmunoldgicos con el virus recombinante completo (149).

El analisis se realizé con 39 secuencias de genomas completos de los linajes
mas representativos de rabia, entre los que se destacan los grupos de virus
relacionados a caninos cosmopolita, canino asiatico y chiropteras. Las
secuencias (Detalladas en la Tabla IV) fueron obtenidas de la base de datos
de GenBank NCBI y de ViPR. Para la construccion de los arboles se utilizo el
software Mega 5.2(150), con el método de neighbor-joining (151) y el modelo
de substitucion Tamura-Nei (152). Se analizé la regiéon completa codificante
de proteinas (CDS) que corresponde a 1353, 894, 1575 y 6383 nucledtidos

de los genes N, P, G y L respectivamente.
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Canino cosmopolita

Figura 14. Arbol filogenético del gen N de cepas virales de rabia.

Descripcidn continua en la siguiente pagina.



Figura 14. Arbol filogenético del gen N de cepas virales de rabia.

El analisis se realiz6 en base a los 1353 nucledtidos de la region
codificante del gen N de la cepa vacunal CVS-5, del presente estudio
(pTM1-N en negritas), y otras cepas representativas del virus de la Rabia
a nivel mundial, obtenidas de la base de datos genética GenBank. La
historia evolutiva fue inferida usando el método de Neighbor-Joining y la
distancia genética fue calculada con el modelo Tamura de 3 parametros.
La barra de escala indica las sustituciones de nucledtidos por sitio. El
porcentaje de las agrupaciones replicadas en el ensayo de Bootstrap
(1000 repeticiones) se muestran junto a cada rama. Los valores de
Bootstrap > 80% fueron considerado como un importante apoyo de la
topologia del arbol. En la descripcion de cada secuencia se encuentra: el
numero de acceso de GenBank, informacion del pais de origen (en
codigo de 2 letras) y la especie en el que fue aislado el virus. Los grupos

filogenéticos se indican a la derecha del corchete.
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Figura 15. Arbol filogenético del gen P de cepas virales de rabia.

Descripcidn continua en la siguiente pagina.
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Figura 15. Arbol filogenético del gen P de cepas virales de rabia.

El analisis se realiz6 en base a los 894 nucledtidos de la regidn
codificante del gen P de la cepa vacunal CVS-5, del presente estudio
(pTM1-P, en negritas), y otras cepas representativas del virus de la
Rabia a nivel mundial, obtenidas de la base de datos genética GenBank.
La historia evolutiva fue inferida usando el método de Neighbor-Joining y
la distancia genética fue calculada con el modelo Tamura de 3
parametros. La barra de escala indica las sustituciones de nucledtidos
por sitio. El porcentaje de las agrupaciones replicadas en el ensayo de
Bootstrap (1000 repeticiones) se muestran junto a cada rama. Los
valores de Bootstrap > 80% fueron considerado como un importante
apoyo de la topologia del arbol. En la descripcion de cada secuencia se
encuentra: el numero de acceso de GenBank, informacion del pais de
origen (en codigo de 2 letras) y la especie en el que fue aislado el virus.

Los grupos filogenéticos se indican a la derecha del corchete.
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Figura 16. Arbol filogenético del gen G de cepas virales de rabia.

Descripcion continua en la siguiente pagina.



Figura 16. Arbol filogenético del gen G de cepas virales de rabia.

El analisis se realiz6 en base a los 1575 nucleétidos de la region
codificante del gen G de la cepa vacunal CVS-5, del presente estudio
(CVS G, en negrita), y otras cepas representativas del virus de la Rabia
a nivel mundial, obtenidas de la base de datos genética GenBank. La
historia evolutiva fue inferida usando el método de Neighbor-Joining y la
distancia genética fue calculada con el modelo Tamura de 3 parametros.
La barra de escala indica las sustituciones de nucledtidos por sitio. El
porcentaje de las agrupaciones replicadas en el ensayo de Bootstrap
(1000 repeticiones) se muestran junto a cada rama. Los valores de
Bootstrap > 80% fueron considerado como un importante apoyo de la
topologia del arbol. En la descripcién de cada secuencia se encuentra: el
numero de acceso de GenBank, informacion del pais de origen (en
codigo de 2 letras) y la especie en el que fue aislado el virus. Los grupos

filogenéticos se indican a la derecha del corchete.
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Figura 17. Arbol filogenético del gen L de cepas virales de rabia

Descripcidn continua en la siguiente pagina.



Figura 17. Arbol filogenético del gen L de cepas virales de rabia.

El analisis se realizd en base a los 6383 nucledtidos de la region
codificante del gen L de la cepa vacunal CVS-5, del presente estudio
(pTM1-L, en negrita), y otras cepas representativas del virus de la
Rabia a nivel mundial, obtenidas de la base de datos genética
GenBank. La historia evolutiva fue inferida usando el método de
Neighbor-Joining y la distancia genética fue calculada con el modelo
Tamura de 3 parametros. La barra de escala indica las sustituciones de
nucledtidos por sitio. El porcentaje de las agrupaciones replicadas en el
ensayo de Bootstrap (1000 repeticiones) se muestran junto a cada
rama. Los valores de Bootstrap > 80% fueron considerado como un
importante apoyo de la topologia del arbol. En la descripciéon de cada
secuencia se encuentra: el nimero de acceso de GenBank, informacion
del pais de origen (en cddigo de 2 letras) y la especie en el que fue
aislado el virus. Los grupos filogenéticos se indican a la derecha del

corchete.
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3.1.5 Discusion

Este estudio genera, por primera vez en Ecuador, un protocolo para el
diagnostico genético de rabia por RT-PCR. Los primers usados para el
diagnostico en esta tesis fueron adaptados de Nadin et. al. (146) y
funcionaron para todas las muestras probadas. Sin embargo se sugiere
realizar estudios posteriores para determinar la sensibilidad de la técnica y
compararla con los métodos estandares seroldgicos y de inoculacién en

cerebro de ratones lactantes.

Es importante recalcar que la OMS no recomienda sustituir las técnicas
tradicionales por los ensayos genéticos en los diagnosticos de rutina (1).
Debido a que requieren estrictos controles de calidad y experticia en las
técnicas moleculares para evitar falsos positivos por contaminacién cruzada.
No obstante, los diagnodsticos moleculares son una herramienta util para
analisis epidemioldgicos y posible aplicacion en el diagnéstico ante-mortem

(70,78,79).

La cepa (CVS-5) con la que se trabajo en esta tesis fue segregada
filogenéticamente dentro del clado relacionado con vacunas humanas como

CVS y HEP. Los 4 genes analizados (N, P, G y L) corroboraron la misma
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agrupacion con un fuerte valor de 100% en el ensayo estadistico de

"Bootstrap” (Figs. 14, 15, 16 y 17).

La secuencia genética mas cercana a la de este estudio fue CVS11(153).
Esto se debe a que el virus CVS-5 utilizado en Ecuador es provisto a partir
de este tipo de cepas por el Laboratorio Regional de Referencia de la

OPS/OMS.

Al nivel genomico las secuencias tuvieron un porcentaje de similitud de
99.9% para el gen L y 100% para los genes N y P, con respecto a la
secuencia de referencia CVS-11. La diferencia de nucledtidos en la
polimerasa resultdé en el cambio del aminoacido 1588N por 1588D. Aunque,
este cambio ha sido reportado en otras secuencias genéticamente cercanas

(154-157).

El presente trabajo comprobd que es posible crear de novo un minigenoma
del virus de la rabia funcional a partir de técnicas de clonacion molecular y
genética reversa. La fluorescencia en las células transfectadas con el
minigenoma prueba que el sistema funciona correctamente, esto se ve
validado junto con sus respectivos controles negativos que demuestran que
no existe fluorescencia esporadica por otros factores ajenos a la replicaciéon

viral (112).

El minigenoma construido en base al plasmido pM1 esta insertado de tal

manera que se transcribe el gen reportero eGFP en sentido negativo, por lo
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que la expresion del mismo solo se podria dar por el correcto funcionamiento
del RNP (complejo ARN, N, P y L). Por el contrario, en minigenomas que
estan clonados en sentido positivo existe la posibilidad que se exprese el gen
reportero por traduccion directa, sin intervencion del mecanismo de

replicacion viral (158—-160).

A pesar que otros estudios muestran como influye en el rescate la
concentracion y relacidén molar entre los plasmidos transfectados, en nuestra
experiencia las concentraciones probadas no produjeron diferencia aparente

en cantidad de células fluorescentes (161,162)
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4.1

CAPITULO 4: CONCLUSIONES Y
RECOMENDACIONES

Conclusiones

e Se realizd el diagnéstico molecular del virus de la Rabia usando la
técnica de RT-PCR, con el objetivo de establecer un protocolo para
detectar el virus en futuros analisis de cepas recombinantes.

e Se caracterizo filogenéticamente la cepa CVS-5, usada para producir
la vacuna en Ecuador, con la finalidad de determinar su relacién y
evolucion con otras cepas vacunales.

e Se construyo y rescatd exitosamente un minigenoma rabico a partir de
un sistema derivado solo de plasmidos en células de mamiferos BHK-

21.



4.2

Recomendaciones

Las técnicas de ADN recombinante aplicadas en esta tesis pueden ser
aplicadas para el rescate de otros virus monegavirales.

A pesar de que las concentraciones de los plasmidos probadas no
resultaron en diferencia aparente, se sugiere realizar mas ensayos
que permitan mejorar la eficiencia del rescate o incorporar secuencias

cis que incrementen la eficiencia del sistema.
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ANEXOS
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A. Anexo: Figuras y tablas descriptivas

- Gen de resistencia a ampicilina
I:] Origen de replicacion
Promotor de T7 ARN polimerasa

. Secuencia Trail del Virus Rabico pM 1 -RveG FP(-)
D Gen Reportero Fluorescente 3007 bp

- Secuencia Leader del Virus Rabico
- Ribozima de Hepatitis Delta Virus
- Terminador de T7 ARN polimerasa

Figura 18. Plasmidos de rescate (Minigenoma)

Esquema de la construcciéon genética final.
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Tabla Il. Programa del termociclador para cada amplicon.

, Tamario
Primer
Bla/{;c':o d'e, de Polimerasa Programa de termociclaje
ampiiricacion Forward Reverse amplicon
. . . 55°C x
ARNv LdrRV-BsmB - - Transcriptor |Sintesis de ADNc 30min
Inactivacion de RT 8 C X
05min
Diagnostico set1. RAB-ESPOL RABVD1-rev 100 One-Step |Sintesis de ADNc ggn?inx
Diagnéstico set2. RABVD2-for RABVD2-rev 150 One-Step | Activacion de 95°Cx
Polimerasa 15min
Diagnéstico set3. RABVD3-for RABVD3-rev 175 One-Step Desnat. gg Cx
x4s Ciclos |, 60?59
Region Leader*  LdrRV-BsmBLdrRV-SapIR 100 Pix nriacion X
Extension 60seg
Region Trail* TrRV-SpalF Trl-BsmBIR 150 Pfx Extension Final ;gsigx
Gen eGFP eGFP-CATf eGFPr 925 Pfx
CDS del Gen N NCDSRVf NCDSRVr 1374 P Activacion de 94°C x
Polimerasa 05min
CDS del Gen P PCDSRVf PCDSRvVr 914 Pfx Desnat. ?gszgx
. .. 50°C x
CDS del Gen L1 LRVAf LRVA1r 1858 Pfx x35 Ciclos  |Anillacion 15seg
., 72°Cx
CDS del Gen L2 LRV2f LRV2r 1286 Pfx Extension 02min
P 72°C x
CDS del Gen L3 LRV3f LRV3r 1766 Pfx Extension Final 05min
CDS del Gen L4 LRVA4f LRV4r 1564 Pfx
Plasmido PM1  RzFpMI  T7RpMI 2111 Pix NS 0l 94°Cx
Polimerasa 05min
Gen G 5IGRGRV  3IGRGRV 2193 Pfx Desnat. ?gszgx
Anillaion 20 X
x35 Ciclos 15seg
72°C x
Extension 2min30
seg
. . 72°C x
E 5n Final
xtension Fina 05min

*Para amplificar las regiones Leader y Traier se utilizé el programa detallado en la tabla sin el paso de “Sintesis de
ADNc” y reduciendo el tiempo de “Activacion de Polimerasa” a 5 minutos.



Tabla lll. Listado de primes del presente estudio.
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Nombre Secuencia (-mer)
3IGRGRY __ CTCARGWTGAGAAGTGTTG 19
5IGRGRV  ATGGTGCCATTAAAYCGCTG 20
eGFP-CATf  TTTGCTCTTCTACAATGGTGAGCAAGGGCGAG 32
eGFPr TTTGCTCTTCTGGCTTACTTGTACAGCTCGTCC 33
Iéi:IrTI;/I-F TTCGTCTCAGGCCACGCTTAACAACAAAACCAG 33
LdrRV-SaplR TTGCTCTTCTTGTAGGGGTGTTACATT 27
LRVA1f TTATGCGGCCGCCATGCTAGATCCGGGAGAG 31
LRVAr TATTCTGCAGGTGACCCGGGAATAGTCC 28
LRV2f TATTCCCGGGTCACATACG 19
LRV2r TATTCTGCAGTGAAGAGCTCACTGAGAAATC 31
LRV3f CAGTGAGCTCTTCAGTTCGTC 21
LRV3r TATTCTGCAGAGCTGCATGCCGCACCTC 28
LRVA4f TGCGGCATGCAGCTAGAAC 19
LRVA4r TTATCTGCAGTTACAAACAACTGTAATCTAG 31
LRV1323r  TGTTTGGGTGGCCATGTTTG 20
LRV1543f  CACCTGTCAATCCCCGAG 18
LRV3202r  GGATCTCTGAGTTGTAGAAGG 21
LRV3714f  GCCTTGCATAGGTTCAAGTC 20
LRV5013r  ACTGAACCACTCTCAGGCC 19
NCDSRVf  TTAGCGGCCGCCATGGATGCCGACAAGATTG 31
NCDSRVr  TGTCTGCAGTTATGAGTCATTCGAATACG 29



PCDSRVf
PCDSRVr
RAB-ESPOLf
RABVD1-rev
RABVD2-for
RABVD2-rev
RABVD3-for
RABVD3-rev
RzFpMI

SP6

T7

T7RpMI
Trl-BsmBIR

TrIRV-SpalF

TTAGCGGCCGCCATGAGCAAGATCTTTGTTAATC

TTCTGCAGTTAGCAGGATGTATAGCGATTC

ATGGATKCYGACARGATTGT

GCMGGRTAYTTRTAYTCATA

TRATGACAACYCACAARATGT

TGARCAGTCYTCRTARGC

AYTTCTTCCAYAARAACTTYGA

CATCCRACAAAGTGRATGAG

ATAGCATGCTCGTCTCAGGCCGGCATGGTCCCAGC

ATTTAGGTGACACTATAG

TAATACGACTCACTATAG

TATGCATGCCGTCTCACCCTATAGTGAGTCGTATTAG

TTCGTCTCTAGGGACGCTTAACAAAAAAACAATAAAG

TTGCTCTTCTGCCGGATATTACCGAAAG

30

20

20

21

18

22

20

18

18

37

37

28
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Tabla IV. Listado de secuencias utilizadas en el analisis filogenético.

Cédigo de

Acceso

AB085828
AB128149
AB517659
AB517660
AB519641
AB517659
AF499686
DQ099525
DQ875050
EU886635
FJ712194
FJ712195
FJ913470
FJ959397
GQ918139
GU345746
GU345747
GU358653
GU565703

GU647092

Autor principal

Inoue,K.

Shimizu,K.

Mochizuki,N.
Mochizuki,N.
Mochizuki,N.

Mochizuki,N.

Yuan,H.
Stallkamp,|
Zhao,Y .J.
Muller, T
Wang,X.G.
Wang,X.G.
Guo,L.
Yu,Y.X.
Wang,L.
He,C.Q.
He,C.Q.
He,C.Q.
Tao,L.

Zhang,S.

Referencia

(123)

(163)

(13)

(164)
(164)
(165)
(166)
(153)
(167)
(167)
(167)

(168)

Organismo
hospedero/Cepa

vacunal

HEP-Flury
Ni-CE
Canino
Canino
Murciélagos
Canino
SRV9
PM1503
MRV

SAD
Canino
Hurén
ERA-VC
CTN-1
CVS-11
Canino
Humano
Canino
Flury-LEP

Tejon

Pais de

Origen

Brasil
Brasil
Brasil

Brasil

China

China

China
China

China

China



HM535790
HQ450386
HQ891318
JQ685894
JQ685898
JQ685899
JQ685903
JQ685905
JQ685943
JQ685947
JQ685959
JQ685963
JQ685965
JQ685975
JQ730682
JQ944705
KF155000

KF 155002

Wirblich,C.
Zhang,G

Zhang,G

Kuzmin,l.V
Kuzmin,l.V
Kuzmin,l.V
Kuzmin,l.V
Kuzmin,l.V
Kuzmin,l.V
Kuzmin,l.V
Kuzmin,l.V
Kuzmin,l.V
Kuzmin,l.V
Kuzmin,l.V
Zhang,J.

Chupin,S.

Marston,D.A.

Marston,D.A.

(154)
(169)
(156)
(170)
(170)
(170)
(170)
(170)
(170)
(170)
(170)
(170)
(170)
(170)

(171)

(172)

(172)

CVS-N2c
Canino

B2c

Mofeta
Murciélagos
Canino
Murciélagos
Murciélagos
Canino
Murciélagos
Mofeta
Coati
Murciélagos
Mofeta
Canino
Canino
Bovino

Canino
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USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
USA
México
USA
México
China
Rusia
Iraq

Tanzania



B. Anexo: Protocolos.

1. Extraccion de ARN.

2. Sintesis de ADNc

3. Amplificacién por PCR

4. Electroforesis y purificacion de amplicones

5. Digestién de amplicones y plasmido

6. Ligacion

7. Transformacion en bacterias DH5alfa

8. Seleccion de colonias

9. Extraccion de ADN plasmidico

10.Preparacién de muestras para Secuenciacion

11.Descongelacion y siembra de células

12.Cosecha y resiembra de células.

13. Transfeccion en células BHK-21
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1) Extraccion de ARN
Notas

Este protocolo esta definido para muestras predominantemente liquidas
Equipos y Materiales

» Microtubos de 1.5ml

» Vortex

» Microcentrifuga

» Cabina de Flujo Laminar

Insumos

» TRI REAGENT LS (MRC) o > Acetato de Sodio

TRIzol LS (INVITROGEN)
> Isopropanol

» Glycogen (AMBION) > Etanol
ano

Proceso

1. A un microtubo de ~1.5ml conteniendo 250 pl de muestra, agregar 750
Ml de TRIREAGENT LS

- Homogenizar la muestra pipeteando 2 veces, sin hacer burbujas

- La relacién entre volumen de trizol y la muestra es 3:1
2. Dejar reposar a T.A. por 5 min. (Aqui se puede parar y guardar la

muestra hasta un mes a -60°C o -70°C)



3. Agregar 200ul de cloroformo, rapidamente mezclar en el vortex.

4. Dejara T.A. por 10 min.

5. Centrifugar a 14,0009 por 15 min a 4 °C (Se debe observar 2 fases).

6. Retirar la fase acuosa (sobrenadante aprox. 500ul) y transferir a un
tubo nuevo de ~1.5ml que contenga 4 pl de glucogeno (AMBION,
5mg/ml) y 50 yl de acetato de sodio 3M (pH5.2). (Tratar de no tomar
la interface). Vortex.

7. Agregar 500ul de isopropanol. Vortex.

8. Dejar a T.A. por 10 min y centrifugar a 14,000g por 10 min.

9. Retirar el sobrenadante tratando de no tocar el pellet (Se puede dejar
~ 50ul).

10.Agregar 1000ul de etanol 75% (Preferiblemente helado). Vortex.

11.Centrifugar a 14,000g por 5 min a 4 °C.

12.Retirar el sobrenadante tratando de no tocar el pellet.

13.Agregar 1000ul de etanol 75%. Vortex (Aqui se puede parar y dejar a
4°C hasta el dia siguiente o -20°C hasta un afo).

14.Centrifugar a 14,000g por 5 min a 4 °C.

15.Retirar todo el sobrenadante o mas posible sin llevarse el pellet de
ARN.

16.Secar el pellet con tubo abierto en la cabina de flujo laminar, 5-10min.

17.Resuspender el ARN en ~ 25ul de agua ultra pura.
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2) Sintesis de ADNc

Equipos y Materiales
» Microtubos de 1.5ml » Cabina de Flujo Laminar o
Cabina de PCR
» Tubos de PCR 0.2ml
» Termociclador
Insumos
» Kit Transcriptor (ROCHE)

Proceso

1. Preparar la mezcla maestra segun el fabricante.

- En el caso de este estudio se utilizé el kit Transcriptor (ROCHE) con las

concentraciones detalladas en la tabla V.
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Tabla V. Condiciones de Reaccion para sintesis de

ADNc
Concentracion
Componentes
inicial Reaccion(ul)
5X Buffer 4
40U/l RNAse inhibator 0.5
10mM dNTPs 2
20uM Primer especifico 2
20U/ul Transcriptasa Reversa 0.5
ARN 8
Agua ultra pura 3
VOLUMEN FINAL 20

Volumen por Concentracion

final

1X
20U
1mM
2uM

10U

2. Preparar por cada reaccion un control RT(-) el cual contiene

todos

reversa

los componentes excepto la enzima transcriptasa

- Este control no debe amplificar para poder asegurar una reaccion libre

de contaminacion por ADN.

3. Correr las muestras en el termociclador tal como se detalla en

la Tabla Ill.



3) Amplificacion por PCR

Equipos y Materiales

» Microtubos de 1.5ml » Cabina de Flujo Laminar o

Cabina de PCR
» Tubos de PCR 0.2ml

» Termociclador

Insumos

» Kit de amplificacion
Platinum PFX

(INVITROGEN)

Proceso

1. Preparar la mezcla maestra segun el fabricante.

- En este estudio se utilizé el kit Platinum PFX (INVITROGEN) con las

concentraciones detalladas en la tabla VI
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Tabla VI Condiciones de Reaccion para PCR con enzima de
alta fidelidad.

Concentracion Volumen por Concentracion
Componentes

inicial Reaccion(ul)  final

10X Buffer 5 1X

10mM dNTPs 1.5 0.3mM

50mM Mg,SO, 1 1TmM

10uM Mezcla de Primer 1.5 0.3uM

(Forward y Reverse)

2.5U/ul Platinum Pfx 0.4 1U
ADNc 1
Agua ultra pura 39.6
VOLUMEN FINAL 50

2. Correr las muestras en el termociclador tal como se detalla en

la Tabla Il segun la regidon genética que se desee amplificar.



4) Electroforesis y purificacion de amplicon

Equipos y Materiales

» Camara de electroforesis

Horizontal

Insumos

» Agarosa Ultrapura

> Sybr Safe (INVITROGEN)

» 10X Loading Buffer (50% Glycerol, 10mM Tris-HCL, 0.25%

Bromophenol Blue)

Proceso

1. Preparar de gel de agarosa al 1%: 0.5g de Agarosa en 50ml
buffer TBS 0.5X (45 mM Tris-base, 44 mM acido borico, 10mM
EDTA; pH 8).

2. Calentar la solucién hasta disolverse por completo y agregar 5ul
de tinte en gel de ADN (10000X SYBR® Safe)

3. Agregar los peines/pocillos y dejar el gel reposar en el
contenedor por 20 minutos a temperatura ambiente.

4. Sumergir por completo el gel en 0.5X TBE dentro de la camara

de electroforesis.
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. Cargar cada producto de PCR con 2X (Concentracion final) de
loading buffer en los pocillos.
. Correr electroforesis a 200V por 20 minutos (o lo permitido por

la distancia recorrida).

. Revelar ADN en camara de UV.

. Seleccionar los amplicones adecuados.

. Purificar segun el protocolo del kit High Pure PCR Product
Purification (ROCHE) disponible en internet:
https://cssportal.roche.com/LFR_PublicDocs/ras/11732668001 _

en_15.pdf.
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5) Digestion

Equipos y Materiales

» Bano maria o incubadora » Camara de electroforesis
37°C Horizontal
Insumos
» Enzima de Digestion » 10X Loading Buffer (62.5%
(endonucleasas) Glycerol, 0.625%SDS,

0.25% Bromophenol Blue)
» Gel de Agarosa

> Sybr Safe (INVITROGEN)

Proceso

1. Digerir el ADN con la endonucleasas acorde a la estrategia de
clonacion planteada. Las condiciones generales para una doble

digestion se detallan en la tabla VII.
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Tabla VII Condiciones de Reaccién para digestion de ADN

Concentracion Volumen por Concentracion
Componentes
inicial Reaccion(ul)  final
10X Buffer 5 1X
10X’ BSA 5 0.3mM
10-20U/ul? Enzima 1 0.25-0.5 2.5-5U
10-20U/ul? Enzima 2 0.25-0.5 2.5-5U
Agua ultra pura 39-39.5
VOLUMEN FINAL 50

'El BSA no es necesario para todas las endonucleasas pero su
presencia en la reaccién no afecta la eficiencia de los cortes.

’La mayoria de las enzimas oscila su concentracién entre 10-20U/l. Las
enzimas con menor concentracién, como Sapl (2U/ul) requieren mayor

volumen en la reaccion.
2. Incubar la reaccién a 37°C por 1 hora

- Algunas enzimas requieren temperaturas diferentes para llegar a su

actividad enzimética 6ptima. Como es el caso de BsmBI (55°C).

3. Cargar las muestras en un gel de agarosa al 1% y correr la
electroforesis.

4. Seleccionar las bandas para el plasmido y el amplicon digerido
(Inserto)

5. Purificar las bandas en el gel de agarosa por medio del kit High

Pure PCR Product Purification (ROCHE).



6) Ligacion

Insumos

» Enzima Ligasa

Proceso

1. Ligar el plasmido e inserto digeridos con bordes compatibles
usando la enzima t4 ligasa (NEB) en una reaccion de 10ul que
contiene: 1ul de 10X Buffer y 0.5ul de ligasa (200 unidades

cohesivas).

- Los 8.5ul restante se utilizan para repartir el volumen entre el plasmido y

el inserto manteniendo la relacién molar de 1:8.

2. Incubar la reaccién a 4°C por toda la noche (aprox 12 horas).



7) Transformacion

Equipos y Materiales

» Bafo maria > Refrigerador de -80°C

> Incubadora 37°C

Insumos

» Bacterias DH5a quimicamente competentes (INVITROGEN)

» 0AIMIPTG

> 50ug/ul XGAL

» Medio de cultivo liquido LB

» Placas de cultivo LB agar

» Ampicilina 50ug/ul

Proceso

1. Enfriar los tubo de polipropileno de 17cm para cultivo (Uno por

cada transformaciéon que se realice) en una cubeta con hielo.
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2. Descongelar las bacterias DH5a (Almacenadas a -80°C)
colocandolas en la cubeta de hielo.

3. Distribuir 50ul de bacterias a cada tubo de polipropileno frio.

4. Adicionar al tubo unos 5ul del producto de ligacién

5. Incubar las bacterias con el producto de ligacion en hielo por 30

min, sin movimiento.

- Desde el paso 1 hasta el 5 mantener siempre la cadena de frio para las

bacterias

6. Luego ponga el tubo en bafio maria a 420 C por 42 seg

7. Regrese el tubo a la cubeta de hielo por 2 min

8. Adicione unos 950 ul de LB estéril al tubo

9. Incubar con rotacion (225rpm) a 370 C por 1 hora.

10.Durante este periodo de incubacién esparcir 20ul de XGal y
100ul de IPTG sobre la superficie de las placas LB-agar con
ampicilina (50ug/ml) y dejar secar a 37°C por lo menos por 20
minutos.

11.Posterior a la incubacién de una hora a 37°C, centrifugar las
bacterias a 6800g por 3 minutos y resuspender en 100ul de LB.

12.Sembrar los 100ul de bacteria en las placas preparadas.

13.Incubar las placas a 37°C por 24 horas.
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8) Seleccion de colonias

Nota

La seleccion de las colonias con los plasmidos adecuados puede variar
dependiendo del plasmido y los genes que presente, en esta tesis se
seleccionaron las colonias por un “screening” del inserto adecuado haciendo

una PCR directamente a cada una.

Equipos y Materiales

> Microtubos de 1.5ml » Termociclador
» Tubos de PCR 0.2ml » Camara de electroforesis
Horizontal

» Cabina de Flujo Laminar o

Cabina de PCR

Insumos

» Platinum TAQ Polymerase

(INVITROGEN)

» Agarosa Ultrapura

> Sybr Safe (INVITROGEN)
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» 10X Loading Buffer (62.5% Glycerol, 0.625%SDS, 0.25%

Bromophenol Blue)

Proceso

1. Preparar la mezcla maestra segun el fabricante utilizando el kit
Platinum TAQ con las concentraciones detalladas en la tabla

VIII.

Tabla VIII Condiciones de Reaccién para PCR (Screening)

Concentracion Volumen por Concentracion
Componentes

inicial Reaccion(ul)  final

10X Buffer 2 1X

10mM dNTPs 0.4 0.2mM

50mM MgCL, 0.6 1.5mM

10uM Mezcla de  Primer' 1 0.5uM

(Forward y Reverse)

2.5U/ul Platinum TAQ 0.08 1U
Colonia -
Agua ultra pura 14.92
VOLUMEN FINAL 19

'Los primers utilizados para la seleccion de las colonias dependeran del
inserto que se desee detectar, usualmente se usa el mismo set de
primers con los que se amplifico el inserto y las mismas condiciones de

PCR.



2. Picar cada colonia con una punta de micropipeta de 200ul y
diluir en el tubo que contiene la reaccion de PCR.

3. Correr el termociclador acorde a las condiciones de PCR
establecidas para el inserto que se desee amplificar (Ver Tabla
)

4. Cargar las muestras en un gel de agarosa al 1% y correr la

electroforesis.
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9) Extraccion de ADN plasmidico

Equipos y Materiales

Microtubos de 1.5ml

Insumos

Kit High Pure Plasmid Isolation Kit (ROCHE)

Proceso

1. Las colonias seleccionadas por PCR con el inserto adecuado
se vuelven a picar de la placa y se extrae el ADN plasmidico
siguiendo el protocolo del kit High Pure Plasmid Isolation

(ROCHE) disponible en internet: https://lifescience.roche.com.
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10) Preparacion de muestras para secuenciacion

Equipos y Materiales

> Microtubos de 1.5ml

» Nanodrop 2000.

Proceso

1. Medir la pureza y concentracion de ADN plasmidico de cada
muestra con la ayuda del equipo Nanodrop2000.
2. Preparar alicuotas de cada plasmido a una concentracion de
50ng/ul
- 10 yl de cada alicuota fue enviada a la compafia Genewiz para

secuenciar junto con 5ul de su respectivo primer de secuenciacion a

5uM.



11)

Descongelacion y siembra de células.

Equipos y Materiales

>

Incubadora de CO2

Centrifuga refrigerada

Bomba de vacio

Micropipetas (Segun el

volumen a trabajar)

Insumos

>

>

Buffer fosfato salino (PBS)

Medio de cultivo DMEM + 10%
Lipofectamina 2000 (INVITROGEN)
Frasco de cultivo celular 75cm? (Flask)
Frasco de cultivo celular 25cm? (Flask)
Pipetas Pasteur

Células BHK-21

» Pipetas Serolégica 10ml

» Cabina de Bioseguridad

Bioldgica (CBB)
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Proceso

. Si los crioviales estan en nitrégeno liquido, previamente

colocarlos a -80°C (24h antes).

. Limpiar y desinfectar con alcohol 70% la CBB

. Rociar con alcohol 70% todos los materiales y recipientes que

se van a usar, antes de ingresarlos a la CBB.

. Tener listo un tubo estéril de 15ml con 10ml de medio de cultivo

(DMEM+10%FBS)

. Descongelar las células rapidamente en Bafio Maria a 37°C.

. Rociar el criovial con alcohol 70% e inmediatamente con una

micropipeta tomar el contenido (aprox. 1.5ml) y re suspenderio
en los 10ml de medio (DMEM+10%FBS). Esto es para evitar el

efecto toxico del DMSO.

. Centrifugar a 500g por 5 min a 15°C.

. Eliminar el sobrenadante y re suspender con mucho cuidado el

pellet en 1ml de medio de cultivo (DMEM+10%FBS).

. Sembrar en un flask de 25cm2 que contenga 5ml de medio

(DMEM+10%FBS).

10. Colocar horizontalmente el flask y mover suavemente hacia

arriba y hacia abajo, sobre una superficie plana, para distribuir

las células y crezcan de manera homogénea.
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11.Colocar las células a 37°C y con 5% de CO2, previamente
verificar que la incubadora posee agua para mantener la
humedad.

12.Después de 24 horas observar si las células no presentan
contaminacion, si la densidad es alrededor del 70%, hacer
lavados con PBS 1x para retirar las células muertas y cambiar

de medio.
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12) Cosecha y Resiembra de células en Flask 75cm>.

Equipos y Materiales
» Incubadora de CO2 » Pipetas Serolégica 10ml
» Centrifuga refrigerada » Cabina de Bioseguridad
Bioldgica (CBB)

» Bomba de vacio

» Micropipetas (Segun el

volumen a trabajar)
Insumos
» Buffer fosfato salino (PBS)
» Medio de cultivo (DMEM + 10%)
> Frasco de cultivo celular 75cm? (Flask)
» Pipetas Pasteur

> Células BHK-21

Proceso

1. Lavarse las manos con jabén y alcohol 70%
2. Rociar con alcohol 70% todos los instrumentos que se van a

usar (pipetas, frascos con medio, flasks, etc.)



. Colocar el flask el lado contrario de donde se encuentran las

células, inclinar un poco y retirar el medio de cultivo sin tocar

los bordes. (Para evitar contaminacion).

. Lavar las células con 5 ml de PBS 1X del lado contrario de las

células (para evitar desprendimiento). Invertir el flask y mover
un poco para que el PBS retire todos los desechos. Hacerlo 2
veces en el caso de MDCKs.

. Retirar el PBS 1X 'y agregar 2 ml de 0.25% Trypsin-EDTA

. Mover el flask para que la tripsina entre en contacto con toda la

superficie y dejar incubar a 37°C y 5% CO2 por aprox. 5 min.

. Tener listo un nuevo flask de 75cm2 con 12-14ml de medio de

cultivo (1X D-MEM+10%FBS).

. Retirar de la incubadora y dar topes suaves al flask para ayudar
a desprender las células restantes

. Agregar 10ml de medio de cultivo (1X D-MEM+10%FBS) para
inhibir el efecto de la tripsina y homogenizar suavemente hasta

eliminar acumulaciones de células.

10.Tomar 1-3 ml del medio con células, dependiendo de la

densidad y tiempo en que se quiera obtener el 100% y agregar

en el nuevo flask.

11.Rotular el flask con nombre de la linea celular, #de pase, fecha

y persona que realizo el pase.
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12.Colocar el flask de manera horizontal y homogenizar el medio
moviendo hacia arriba y hacia abajo.
13.Incubar a 37°C y con 5% de CO2, hasta obtener el 100% de

densidad para hacer el siguiente pase
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13) Transfeccion en células BHK-21

Nota

El protocolo de Martinez-Sobrido (2010) fue adaptado a las condiciones técnicas

del laboratorio donde fue desarrollada la presente investigacion (24).
Equipos y Materiales
» Incubadora de CO2 » Pipetas Serolégica 10ml

» Centrifuga refrigerada » Cabina de Bioseguridad

Bioldgica (CBB)
> Bomba de vacio

» Micropipetas (Segun el

volumen a trabajar)

Insumos

» OptiMEM (INVITROGEN) > Frasco de cultivo celular 75cm?

(Flask)
» Buffer fosfato salino (PBS)

» Placas de cultivo de 6 pocillos
» Medio de cultivo DMEM + 10%

» Pipetas Pasteur
» Lipofectamina 2000

(INVITROGEN) » Células BHK-21



Proceso

1.

Preparar una solucion con 250ul de OptiMEM y 6ul de

Lipofectamina (LPF200) por cada transfeccién.

2.

Incubar 10 minutos a temperatura ambiente (Continuar con el
siguiente paso durante este lapso).

Preparar la mezcla de plasmidos que seran transfectados en
50ul de OptiMEM.

Juntar las soluciones del paso 1 con el paso 3 e incubar a
temperatura ambiente durante 30 minutos ambiente (Continuar
con el siguiente paso durante este lapso).

Cosechar células de un flask de 75cm2 con 80-90% de

confluencia:

a. Limpiary desinfectar con alcohol 70% la CBB

b. Rociar con alcohol 70% todos los materiales y
recipientes que se van a usar, antes de ingresarlos a la
CBB.

c. Tener listo un tubo estéril de 15ml con 10ml de medio de
cultivo (DMEM+10%FBS)

d. Colocar el flask del lado contrario de donde se
encuentran las células, inclinar un poco vy retirar el medio
de cultivo sin tocar los bordes. (Para evitar

contaminacion).
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o

j-

Lavar las células con 5 ml de PBS 1X del lado contrario
de las células (para evitar desprendimiento). Invertir el
flask y mover un poco para que el PBS retire todos los
desechos. Hacerlo 2 veces en el caso de MDCKs.

Retirar el PBS 1X y agregar 2 ml de 0.25% Trypsin-
EDTA

Mover el flask para que la tripsina entre en contacto con
toda la superficie y dejar incubar a 37°C y 5% CO2 por

aprox. 5 min.

. Resuspender células con 10ml de medio y centrifugar a

500g por 5 minutos a 15°C.
Retirar todo el sobrenadante y resuspender el pellet en
3-4ml de medio.

Anadir 250ul a cada pocillo de la placa de cultivo.

Luego de los 30 minutos de incubacién afiadir 1ml de medio al

Paso 4.

. Agregar la solucion del paso 6 a cada uno de los pocillos con

las células a ser transfectadas.

Gentilmente agitar la placa y dejar la transfecciéon incubar toda

la noche a 37°C con 5%CO,

Al dia siguiente retirar el medio de transfecciéon (Paso 7) y

remplazarlo con medio de cultivo (DMEM + 10%FBS*).
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Nota: El protocolo original usa 0.3% de BSA, en el
laboratorio fue sustituido por 10%FBS por asuntos
técnicos.

10.Incubar a 37°C con 5%CO, el tiempo requerido para ver

fluorescencia.
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