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Resumen

Las enfermedades causadas por infecciones virales varian en un amplio rango de
sintomatologias que pueden ir desde asintométicas, leves, agudas, crénicas o
incluso llegar a la muerte de las personas infectadas. Las infecciones del virus del
papiloma humano (VPH) suelen transmitirse por contacto sexual, su sintomatologia
puede ir desde lo asintomatico hasta el desarrollo cancer lo que convierte a la
infeccion por VPH en la mujer en un factor de riesgo en la aparicion de céancer
cérvico-uterino. Para que el virus infecte a una célula las proteinas de su capside
(L1 y L2) hacen contacto con la superficie celular uniéndose inicialmente con un
receptor expuesto en la superficie celular, el heparan sulfato. En nuestro grupo de
trabajo, se aisl6 un aptamero de DNA (aptamero E) que mostré una alta afinidad y
especificidad por pseudovirus derivados del VPH tipo 18 (PsVPH18), por lo que
podria ser capaz de inhibir la infeccién. Para probar ésta hipotesis, el proceso de
infeccion por VPH fue simulado usando PsVPH18 con un pseudogenoma que
contiene el gen de la proteina reportera YFP (Yellow Fluorescent Protein) que al
infectar produce una clara fluorescencia que permite monitorear la el proceso de
infeccion. La infeccion con el PsVPH18 se realiz6 de manera exitosa registrando
altos niveles de fluorescencia desde las 24 horas post-infeccién. Al tratar de inhibir
la infeccién con el aptdmero E no se encontré una diferencia significativa entre el
control infectado y el ensayo de infeccién en presencia del aptamero. El ensayo se
repiti6 varias veces bajo diversas condiciones de infeccion. Sin embargo, la
eficiencia de infeccién disminuyd concomitantemente al tiempo de almacenamiento
de los PsVPH lo que sugiere que se perdian particulas efectivas, ya sea por
agregacion de los pseudovirus o porque interactan de manera directa con los
plasticos donde se almacena y se manipula. Lamentablemente, al no contar con un
reactivo que haga antiadherente, las superficies de los microtubos y puntas de las
micropipetas es factible que ésta ultima sea la razon por la cual no se tuvieron los
altos porcentajes de infeccion observados inicialmente con material plastico
siliconizado. En conclusioén, se requiere repetir estos ensayos con un reactivo que

tenga la capacidad de volver antiadherentes las superficies del material.



Abstract

Diseases caused by viral infections vary in a wide range of symptomatology, ranging
from asymptomatic to mild, acute and chronic conditions or even leading to the death
of infected individuals. In case of sexually transmitted viral infections, often there is
a social burden, due to the discrimination faced by people with these types of
diseases, leading to late-stage diagnosis. Human papillomavirus (HPV) infections
are usually transmitted through sexual contact, and their symptoms vary from
asymptomatic to the development cancer, making HPV infection a risk factor in

women for the onset of cervical cancer.

For the HPV to infect a cell, the capsid proteins L1 and L2 make contact with the cell
surface by initially binding to an heparan sulfate (glycosaminoglycan) receptor
attached to cell surface proteins. In our research group, a DNA aptamer (aptamer E)
was isolated, which showed high affinity and specificity for the L1 capsid viral from
Pseudoviruses derived from HPV type 18 (PsHPV18). Because L1 interacts with
heparan sulfate, the E aptamer could bind to the viral capsids and inhibit infection.
The infection process was mimicked using PsHPV18 18, which was produced in
293TT cells, and their pseudogenome contained the Yellow Fluorescent Protein
(YFP) gene, which would be produced upon infection thus allowing us to monitor the
infection. However, no significant difference was found between the infected control
and the infection assay in the presence of the aptamer. This lack of significant
difference is estimated to be due to technical limitations regarding a reagent that
makes anti-adherent the surfaces of the microtubes and micropipette tips, as there

were not high infection percentages even in the controls without an inhibitor.

In conclusion, it is necessary to repeat these assays with a reagent that has the
ability to make the surfaces of the materials anti-adherent, as HPV capsids tend to

firmly adhere to plastics.



. INTRODUCCION

1.1 Papilomavirus

Los papilomavirus pertenecen a la familia Papillomaviridae y se caracterizan por
infectar la piel y las mucosas en diversas especies de vertebrados, desde peces
hasta el ser humano. Los papilomavirus que infectan al humano se conocen como
virus de papiloma humano (VPH) y debido a su importancia médica han sido

ampliamente estudiados.!

Como el resto de la familia, los VPH se caracterizan por ser virus desnudos, de
capsides icosahédricas y con un tamario de 50-60 nm de diametro?. Hasta la fecha
se conocen mas de 200 genotipos de VPH que se clasifican en cinco géneros
filogenéticos (Alfa, Beta, Gama, Mu y Nu). Cada género de VPH se adapta
evolutivamente a un cierto tejido epitelial humano y las lesiones que provocan tienen

caracteristicas diferentes.3

El género Alfa se caracteriza por contener a los virus que causan enfermedades
humanas de gran importancia en salud publica. Estos VPH se transmiten
sexualmente y suelen controlarse inmunolégicamente dentro un periodo de 1 a 2
afos. La persistencia de estos virus se relaciona con el desarrollo de cancer
cervical.® Los VPH del grupo Alfa son de especial relevancia ya que contienen a los
tipos 16 y 18 (VPH16 y VPH18, respectivamente) que se consideran de alto riesgo
porque causan lesiones en las mucosas que en algunos individuos pueden

progresar a neoplasias genitales de alto grado y cancer.!
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Por otro lado, los virus del género Beta se asocian con infecciones cutaneas latentes
en la poblacién general, pero en pacientes inmunocomprometidos o que padecen la
enfermedad hereditaria EV (Epidermodysplasia Verruciformis) los virus pueden

propagarse desmesuradamente y asociarse con el desarrollo de cancer de piel.*

Asi mismo, los virus del género Gama se asocian con lesiones en la piel como
verrugas que pueden confundirse a las causadas por los VPH del género Alfa. Los
géneros restantes de VPH Mu y Nu causan papilomas cutdneos beningnos en la

poblacion general.t

1.1.1 Genoma viral

El genoma del VPH consta de alrededor de 8000 pb de ADN circular de doble
cadena y codifica ocho genes y una region reguladora (LCR, por sus siglas en
inglés). Los genes del VPH se designan como E a los que se expresan en la etapa

temprana y L a los que se expresan en la etapa tardia.®

Los genes E1, E2, E5, E6 Y E7 se expresan en diferentes etapas durante la
diferenciacion de las células epiteliales, E4 se expresa de manera temprana aunque
con funciones tardias y los genes de la capside viral L1 y L2 se expresan durante
las etapas finales de la diferenciacion. Las proteinas tempranas se expresan a
niveles bajos para el mantenimiento del genoma y proliferacion celular en diferentes

etapas durante la diferenciacién de células epiteliales.*>

Por otro lado, las proteinas de la region tardia codifican las proteinas estructurales

de la capside viral. L1 es la proteina principal de la capside viral y es la region mas
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conservada del genoma viral por lo que se utiliza para la clasificacion filogenética.
Los viriones infecciosos de VPH contienen alrededor de 360 copias de la proteina
L1 organizados en 72 capsémeros. L2 es un componente minoritario de la capside
gue sirve como enlace con el ADN y es relevante en el proceso de entrada del virus

a la célula durante la infeccion.4®

Figura 1. Genoma de los Alfa-VPH. En la figura se muestra los marcos de lectura abiertos de los
genes de Alfa-VPH no estructurales o genes E (de la regién temprana), los genes estructurales o
genes L (de laregién tardia) y la regién larga de control (LCR), contenidos en el genoma viral circular
de ADN bicatenario de alrededor de 8000 pb.

1.1.2 Infeccidn viral

Durante la infeccion viral productiva de VPH se origina una descendencia viral
dentro las células blanco (queratinocitos). La sintesis de nuevos viriones de VPH
requiere que las particulas infectivas del virus accedan a la capa basal de un epitelio
0 mucosa estratificado queratinizado y entren en las células en mitosis, un evento

comun en epitelios estratificados. La interaccion viral con los queratinocitos es
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resultado de pequefias microheridas que permiten el paso de las particulas virales

a través del epitelio.®

Los VPH son capaces de penetrar a los queratinocitos haciendo uso de la
magquinaria de endocitosis. La internalizacion del VPH depende de la union del viridn
a la matriz extracelular la cual estd mediada por la interaccion electrostética entre
los residuos de lisina de la proteina L1 (Lisina 278 y Lisina 361) con las cadenas de
glucosaminoglicano del proteoglicano heparan sulfato (HS) de la célula basal.
Posteriormente, ocurre un cambio conformacional en la cédpside viral que da como
resultado un evento de escision de furina en el extremo amino de la proteina L2,
seguido de la transferencia/reclutamiento de moléculas secundarias de HS y la
subsecuente transferencia al receptor de internalizacion viral. En este caso, las

fosas de clatrina internalizan el virus en vesiculas recubiertas.”’

Después de la infeccibn el genoma viral se establece como elemento
extracromosOomico o episoma en las células de la capa basal con un nimero bajo
de copias (50-100/célula). El genoma del VPH no codifica para polimerasas de ADN
ni otras enzimas necesarias para su replicacion, por ende, estos virus dependen
absolutamente de las proteinas de replicacion de la célula huésped. Por esta razén

el VPH requiere activar mitosis en la célula huésped para replicar su genoma.®8

Las proteinas encargadas de mantener la fase S del ciclo celular en los
gueratinocitos infectados para producir la replicacion viral son las proteinas virales
E6 y E7. En el caso de la proteina E6 esta tiene la funcibn de promover la
degradacion de la proteina p53 conocida como “guardian del genoma”, lo que

genera una inhibicion de la apoptosis. Ademas de p53, E6 interfiere con otras
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proteinas proapotoéticas como Bak, Bax, FADD, Procaspasa 8 y c-MYC para inhibir

la apoptosis.®

En el mismo sentido, la oncoproteina E7 es importante para la inmortalizacion
celular. E7 se une a los miembros de la familia Rb promoviendo su degradacion, lo
cual conduce a la liberacion y activacion de los factores de transcripcion E2F que a
su vez activan la expresion de genes involucrados en la fase S del ciclo celular. La
accion combinada de ambas proteinas da como resultado la anulacién de muchos
puntos de control del ciclo celular para mantener la fase S en los queratinocitos
infectados estimulando mitosis, y se expresan constitutivamente en células de

cancer cervical por lo que se les considera como oncoproteinas.

Para asegurar la segregacion de genomas virales entre las células hijas de una
célula infectada, se produce la interaccion de la proteina viral E2 con la proteina de
bromodominio 4 (Brd4) que vincula a los genomas virales con los cromosomas
celulares.'® Posteriormente, la expresion de la proteina E2 produce la represion del
promotor temprano de VPH en la LCR y los niveles de E6 y E7 disminuyen
deteniendo su efecto hiperproliferativo y permitiendo a la célula infectada continuar
con su programa de diferenciacion terminal. Durante éste proceso, la proteina E2
interactia con E1 (una helicasa de la familia AAA + que interactia y desdobla al
ADN para permitir acceso a la maquinaria replicativa)!! en el origen de replicacién
viral en la LCR captando las ADN polimerasas celulares a (primasa), & y € y otras
proteinas celulares componentes del replisoma celular. Durante la fase replicativa
inicial, el complejo E2/E1 capta las ADN polimerasas y en sincronia con el ciclo

celular produce copias del genoma viral por un mecanismo de replicacion

14



bidireccional o 8. Sin embargo, una vez iniciada la diferenciacién del queratinocito
infectado, se produce una fuerte replicacion viral pero ahora por un modelo de
circulo rodante (>1000 copias por célula) manejada por las ADN polimerasas
capturadas por el complejo E2/E1.%? Los abundantes genomas virales en las capas
superiores de epitelio infectado son encapsidados espontaneamente por L1 y L2
dando como resultado la produccion de miles de viriones por célula que son

liberados mediante la descamacion del epitelio.*3

En la ausencia de E2, las proteinas E6 y E7 se producen de manera constitutiva
induciendo la proliferacion descontrolada de los queratinocitos del estrato basal del
epitelio. Esta condicién se presenta cuando el genoma de VPH se integra al genoma
celular por el gen E2 y la accion conjunta de la inhibicibn de apoptosis con
proliferacion descontrolada por la accibn de E6 y E7 pueden ocasionar la
acumulacion de mutaciones a través del tiempo lo que deriva en una aparicion y
progresion del cancer.5°
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Figura 2. Ciclo deinfeccién del virus del papiloma humano. El virus del papiloma humano ingresa
a la capa basal del epitelio expuesto por microlesiones infectando a los queratinocitos. En la parte
de la izquierda de la figura se muestra un epitelio sano mientras que en la parte de la derecha se
muestra un epitelio infectado por VPH. Cuando sucede la infeccién, el genoma del virus se establece
en el nldcleo de manera episomal en un bajo nimero de copias, posteriormente se comienzan a
expresar los genes virales tempranos para empezar a replicar el genoma viral que se replica junto
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con el ADN celular. A medida que las células de van dividiendo a su vez se van diferenciando y se
alejan de la capa basal, esto conduce a la etapa de produccion del ciclo de vida viral para el cual
necesita la maquinaria celular encargada de la sintesis de ADN. La expresién de las oncoproteinas
E6 y E7 desregula el ciclo celular, conduciendo a las células diferenciadas a la fase S donde se
amplifica el genoma viral. Posteriormente, se expresan las proteinas L1 y L2 que encapsulan el
genoma viral y los viriones se liberan en la capa superior del epitelio.®

1.1.3 Diagndstico

La prevalencia de infecciones causadas por VPH varia segun la poblacion
estudiada. Las tasas de infeccion estan influenciadas por la geografia, la edad, la
historia sexual, las co-infecciones, el estado inmunitario y los factores genéticos.
Aunque la mayoria de las infecciones por VPH desaparecen, las que persisten se

asocian con un mayor riesgo de neoplasia cervical.'4

Actualmente existen diversas metodologias para la deteccion de VPH de alto riesgo,
algunas de ellas estan basadas en ensayos de hibridacion de acidos nucleicos como
el Southern blot o el Dot blot pero tienen la desventaja de tener una sensibilidad
baja, son tardados y requieren grandes cantidades de ADN purificado. También
existen ensayos de amplificacion de sefial (Cervista HPV y Captura de hibridos) y
ensayos de amplificacion de &cidos nucleicos (PCR, gPCR), pero tienen la
desventaja de necesitar personal altamente capacitado, costos elevados por prueba

y algunos requieren el uso de anticuerpos o sondas de ARN.®

Por otro lado, la deteccién inmunolégica del VPH tiene tres obstaculos: 1) las
proteinas de la fase tardia (proteinas de la capside) solo se expresan en infecciones
productivas, 2) las proteinas de la fase temprana se expresan en cantidades bajas
en los tejidos infectados y 3) Se requieren anticuerpos especificos, sensibles y de

alta calidad que detecten la presencia de las proteinas virales. Este tipo de métodos
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no es recomendable para la discriminacion de los tipos de VPH. La secuenciacion
del genoma viral es la Unica metodologia que es capaz de reconocer y discriminar
todas las variantes de VPH presentes en las muestras biolégicas. Sin embargo, para
la aplicacion de este método se requiere equipo costoso y personal altamente

capacitado.®

1.1.4 Terapia contra infecciones por VPH

Las infecciones por VPH y sus lesiones asociadas pueden disminuir el riesgo con el
uso de preservativo; sin embargo, esto no impide que las zonas genitales no
cubiertas por el mismo sean infectadas por lo que esto es solo una proteccion

parcial 1718

Asi mismo, la vacunacion profilactica contra la infeccion por VPH es capaz evitar la
infeccion persistente, por lo que se considera que es la mejor estrategia para
prevenir tumores anogenitales y verrugas.'® Las vacunas contra el VPH actualmente
disponibles consisten en la administracion de particulas similares a virus (VLP, Virus
Like Particles). Las VLP son estructuras similares a las capsides virales, pero no
contienen genoma viral y estas al ser administradas a los pacientes en vacunas
activan el sistema inmune induciendo la produccion de anticuerpos neutralizantes

protectores contra virus auténticos.®

Para el tratamiento de las verrugas anogenitales es necesario valorar cada caso de
forma individualizada, puesto que el tratamiento para cada caso puede variar. Para

esto se consideran diversos factores, como la extension y tipo de lesiones, el
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impacto psicoldgico, la experiencia del médico y el aspecto econdémico del
paciente.?? Asimismo, es importante destacar que los tratamientos no tienen como

objetivo erradicar la infeccion viral sino eliminar los sintomas y las verrugas.

Uno de los tratamientos mas usuales ya que suele ser aplicados por el mismo
paciente es el uso de tépicos como el imiquimod el cual es un farmaco modificador
de la respuesta inmune ya que este farmaco es capaz de estimular la produccién
de alfa-interferén, TNF, IL-1, IL-6, IL-8 y otras citoquinas.?! Otro tratamiento topico
usado son las sinecatequinas o polifenol E (Veregen®) el cual es también
modificador de la respuesta inmune. Alun no esta dilucidado el mecanismo de
accion, pero este farmaco es capaz de bloquear el ciclo celular y la transcripcién del

VPH, y a su vez activa apoptosis en las células infectadas.?°

Por otro lado, existen otros tratamientos para la eliminacion de las verrugas donde
se requiere la intervencion médica como lo es la crioterapia la cual consiste en el
uso de nitrégeno liquido (-196°C) aplicando ciclos completos de congelacion-
descongelacién lo que promueve la destruccion de tejidos mediante necrosis
producida. A pesar de ser un tratamiento eficaz en la eliminacion de las verrugas,

este tratamiento cuenta con una elevada recurrencia 21-42%.20

Del mismo modo, las verrugas genitales pueden retirarse mediante escision con
tijeras a nivel de dermis superficial, ablacién laser o mediante electrocauterizacion,
siempre tras infiltracién de anestesia. Las tasas de eficiencia en este tratamiento
son altas (89-100%); sin embargo, en uno de cada tres pacientes las verrugas

vuelven a aparecer al cabo de un tiempo.??
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1.1.5 Particulas virales

El cultivo de VPH se dificulta debido a que su ciclo de vida depende de la
diferenciacion del queratinocito, por lo tanto, se han desarrollado diversos sistemas
para generar particulas virales sin la necesidad de pasar por la compleja
diferenciacion epitelial. Estos sistemas se utilizan particulas recombinantes como
las particulas tipo virus (VLP), los pseudoviriones (PsV) y cuasiviriones (QsV) que
superan la necesidad de estratificar y diferenciar el epitelio humano. Para la
produccion del VPH en su entorno natural se desarrollaron los cultivos
organotipicos. Este sistema in vitro simula lo que sucede durante la diferenciacion
con el beneficio de evitar el uso de animales como sistema de xenoinjerto. Un
inconveniente de este sistema es el alto costo de produccion de los viriones,
ademas de que el sistema de cultivo tarda de 3 a 4 semanas en producir particulas

virales.2z3

Los obstaculos para obtener viriones en un sistema in vitro fueron resueltos debido
a gque solo la expresiéon de L1 o la expresion de L1 y L2 juntas da como resultado el
auto ensamblaje de las proteinas de la capside lo que resulta en la produccién de
particulas tipo virus (VLP). Para la producciéon de PsV, ademas de las proteinas de
la capside, se co-transfecta un plasmido que codifica a una proteina reportera para
gue funcione como pseudogenoma. Aunado a esto, se puede transfectar el genoma
completo del VPH en vez de solo el plasmido reportero lo que da como resultado la

generacion de los QsV.24-26
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Los PsV fueron el modelo empleado para aislar la poblacion de aptameros en el
antecedente directo de este trabajo debido a que contienen ambas proteinas de la
capside (L1 y L2) y al tener capacidad infectiva son mas parecidos al virion natural
que las VLPs. Asimismo, permiten monitorear facilmente el proceso de infeccion
debido al gen reportero, por lo que es factible evaluar cuantitativamente la

infeccion.?’

1.2 Aptameros

Los acidos nucleicos tienen la capacidad de plegarse en estructuras
tridimensionales complejas lo que les confiere una funcionalidad y reactividad muy
diversa. En 1990, Szostak y Gold informaron de manera independiente el
aislamiento de pequefios oligonucleétidos con funciones predefinidas dadas sus
configuraciones tridimensionales, a estas pequefias secuencias de acidos nucleicos
las denominaron como “Aptameros”, una palabra quimera que deriva de la
expresion latina “aptus” que significa “encajar’ y la palabra griega “meros” que

significa “parte”, por lo que podria interpretarse como “parte que encaja”.?®2°

En este sentido, los aptameros son pequefios oligonucle6tidos de ADN o ARN
monocatenario que son capaces de reconocer especificamente una diana
basandose en su estructura tridimensional Unica. Esta estructura tridimensional esta
dada por diversas interacciones que la estabilizan incluidas las hidrofébicas,
electrostaticas, puentes de hidrégeno, fuerzas de van der Waals, la

complementariedad WC, Hoogstein, Wobble y apilamiento de bases que confieren
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a los aptameros la capacidad de distinguir entre moléculas estrechamente
relacionadas como isémeros conformacionales, dianas que contienen diferentes

grupos funcionales o incluso el cambio de un aminoéacido.3%:3!

Los aptameros pueden modular la funcién de sus dianas al unirse de manera similar
a los anticuerpos. Ademas de su alta especificidad y afinidad, los aptdmeros tienen
ventajas Unicas como la baja inmunogenicidad, la facilidad de produccion e incluso
la susceptibilidad de modificaciones quimicas que le confieren diversas
funcionalidades que pueden ser aprovechadas para el diagnéstico y terapia en

distintas areas.3?
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Figura 3. Union del aptdmero a su diana. Los aptdmeros tienen una secuencia nucleotidica
definida la cual adquiere una conformacion tridimensional Unica que le permite interaccionar de
manera especifica y unirse con su blanco.

1.2.1 Aislamiento de aptameros

La generacion de aptameros especificos para un objetivo de interés esta dada por

un méetodo de evolucion molecular in vitro desarrollado en 1990 a la par por dos
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grupos de investigacion: Tuerk & Gold y Ellington & Szostak, el cual es denominado
SELEX (por sus siglas en inglés, Evolucion sistematica de ligandos por
enriguecimiento exponencial).333* Este proceso implica 3 etapas generales la
seleccion, la particion y la amplificacion (figura 4). La generacion de una poza de
oligonucleétidos sintéticos de cadena sencilla (hasta 10 -10'° secuencias
aleatorias), de una longitud variable de 20 a 80 nucleotidos flanqueados por
regiones constantes que sirven como sitios de union a cebadores para su
amplificacion por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Estas secuencias son
incubadas con la diana inmovilizada y posteriormente las secuencias unidas a la
diana se particionan y las no unidas se eliminan. Las secuencias unidas son
recuperadas y amplificadas mediante PCR generando secuencias de ADNdc que
son purificadas dando como resultado una nueva poza enriquecida con secuencias
afines al objetivo. Las secuencias purificadas pueden ser secuenciadas para
identificar la secuencia de los aptameros obtenidos o bien, continuar con mas
rondas de SELEX. Finalmente, conforme aumentan las rondas de particién los
aptameros especificos se enriguecen e identifican mediante secuenciacion de

préxima generacion (NGS).31:3536
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Figura 4. Proceso de aislamiento de aptameros. Etapas generales del método SELEX que
comprende la seleccién de secuencias por la unién al blanco, posteriormente la particion la cual
comprende la remocién de secuencias no unidas al objetivo, a continuacion, sigue la etapa de
amplificacion en la que se recuperan y amplifican las secuencias que se unieron al objetivo.

1.2.2 Ventajas de los aptameros

Los aptdmeros son ampliamente conocidos por superar las desventajas de los
anticuerpos. Algunas de las ventajas de los aptdmeros a comparacion a los
anticuerpos son: Alta estabilidad, los aptdmeros se caracterizan por ser mas
estables térmicamente debido a que las altas temperaturas causa que los
anticuerpos se desnaturalicen irreversiblemente; Facil produccion de aptameros
(sintesis/modificacion) ya que una vez que son seleccionados pueden sintetizarse
con gran precision y reproducibilidad a gran escala mediante reacciones quimicas,

mientras que los anticuerpos requieren inmunoensayos para confirmar su actividad
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en cada nuevo lote, ademas, de que su costo de produccion es mas elevado; Baja
inmunogenicidad: suelen tener baja respuesta inmunitaria y son poco toxicos debido
a que el sistema inmunitario no suele reconocer acidos nucleicos; variedad de
objetivos, los aptameros pueden reconocer objetivos que no reconocen los
anticuerpos como iones o moléculas pequefias lo que les confiere la capacidad de

actuar como biosensores.36

1.2.3 Aptameros y sus aplicaciones

Los experimentos SELEX pueden realizarse contra una gran diversidad de
moléculas como las proteinas, nanoparticulas o incluso células enteras. Es por ello
gue los aptameros se pueden usar como reactivos para la purificacion por afinidad,
asi como biosensores reemplazando a los anticuerpos. Asimismo, las bajas
afinidades de union nanomolar junto con la gran especificidad convierten a los
aptameros en poderosas herramientas muy versatiles para el diagndstico y la

terapia dirigida.3°

En la actualidad se han aislado exitosamente una gran variedad de aptameros con
funcionalidades diversas que dan origen a diferentes clases de aptdmeros como los
aptameros inhibidores y similares a sefiuelos, aptameros reguladores, aptameros
multivalentes/agonistas e incluso aptameros que actian como vehiculos de

administracion.32

Un area emergente de los aptameros es la identificacion de objetivos asociados a

distintos fenotipos celulares, ya sean patdogenos o no. En este aspecto, se
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seleccionan y caracterizan aptameros que se unen a un tipo celular especifico o una
subpoblacién de células malignas como las tumorales. La generacion de este tipo
de aptameros puede ayudar a desarrollar nuevas estrategias terapéuticas y

diagndsticas (teragnéstica).?®
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. Antecedentes

Investigaciones previas mostraron el potencial de los aptameros para inhibir
infecciones virales mediante su unién con las proteinas de VIH, virus de la hepatitis
B, virus de la influenza, virus de la rabia e incluso se han reportado aptameros contra
la proteina E7 del VPH16.3" Nicol et al. identificaron un aptdmero de ARN (A2) que
interrumpid la interaccion entre E7 y pRb in vitro. Este aptdmero se unia al residuo
N-terminal de E7 que se sabe que participa en la interaccion con pRb. La
transfeccion de células transformadas por VPH16 con el aptdmero A2 result6 en la
pérdida de la presencia de E7 y el aumento en los niveles de pRB lo que conducia
a apoptosis celular.® Belyaeva et al. Aislaron un aptamero (F2) que inhibe la
interaccion entre E6 y el dominio PDZ1 de Magi-1. Este aptamero demostro ser
efectivo para inducir apoptosis en células derivadas de un carcinoma cervical
transformado por VPH16. La capacidad de unién del aptamero para afectar las
interacciones E6-PDZ destacan los beneficios de los aptdmeros como posibles
agentes terapéuticos o de diagndstico. 3° Nuestro grupo de investigacion report6 en
2011 el aislamiento de un aptamero de RNA denominado G5a3N.4, que mostré alta
especificidad de union por la oncoproteina E7 de VPH tipo 16 y una afinidad
comparable a otros aptameros aislados contra blancos pequefios (Kp= 1.9 pM).4°
También, nuestro grupo de trabajo reportd el aislamiento del aptamero de ARN
llamado Sc5c¢3 que se une a la proteina L1 en un modelo de pseudovirus de VPH16
(PsV16), inhibiendo la pseudoinfeccion in vitro bloqueando la interaccién con el

receptor celular. La incubacion de este aptamero con el PsV16 previo a la infeccion
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dio como resultado wuna disminucion dependiente de la dosis de la

pseudoinfeccion.*t

Previamente, nuestro equipo de investigacion aislo y caracterizé el aptdmero E de
DNA que se une con alta afinidad y especificidad a PsV formados por la proteina L1
y L2 de VPH18 (PsVPH18) (datos no publicados). La estructura del aptamero E

consta de 40 nucledtidos que forman una horquilla principal seguido de tallos y

burbujas menores.

T

11T

Figura 5. Estructura secundaria del aptamero E. La estructura principal del aptdmero E esta dada
por los 40 nucleétidos que lo componen, tiene una estructura tallo-bucle principal, seguida de 2 tallos

y 2 burbujas, finalmente consta de una burbuja abierta.

Los ensayos de unién mostraron una fuerte interaccion entre el aptamero E y los
PsVPH18, con una constante de disociacion (Kd) en el rango nM sugiriendo que

ésta fuerte unién podria impedir la interaccion del virus con la superficie celular y de

esta manera evitar la infeccion (datos en vias de publicacion).
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Las caracteristicas fisicoquimicas que presentan los aptameros los hacen una
poderosa herramienta que presenta varias ventajas a comparacion de los
anticuerpos u otras drogas comunes, las cuales van desde su bajo nivel de
inmunogenicidad, facilidad de sintesis e incluso menor presencia de efectos
secundarios a comparacion de algunos de los tratamientos convencionales.*? Los
reportes anteriores muestran evidencia del potencial de los aptameros para el
diagnostico y tratamiento de distintas enfermedades como las relacionadas con
virus. Son de gran interés los reportes anteriores sobre el aislamiento de aptameros
con alta afinidad y especificidad de union contra distintas proteinas de VPH, debido
a que muestran un buen panorama acerca del potencial de los aptameros como
herramientas terapéuticas y de diagndstico contra este virus. Por lo tanto, seguir
con estas investigaciones es de gran interés para el descubrimiento de nuevas
herramientas que ayuden a contrarrestar el elevado numero de infecciones virales

y las consecuencias que conllevan.
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lll.  Justificacion

El cancer cervical es el cuarto tipo de cancer mas frecuente en las mujeres de todo
el mundo con una incidencia de alrededor de 600,000 casos nuevos y 340,000
muertes en 2020.4% Aproximadamente el 90% de los nuevos casos y muertes fueron
en paises subdesarrollados. Asimismo, el tratamiento para este tipo de cancer
consiste en cirugia, radiacion y quimioterapia los cuales pueden ser solos o
combinados. Estos tratamientos siguen siendo deficientes ya que se suelen
observar tumores residuales en aproximadamente el 50% de los pacientes con
cancer avanzado. Cabe destacar que el VPH18 es el segundo VPH mas frecuente
en tumores después del VPH16, lo que lo convierte en un virus de gran interés
meédico ya que se estima que es responsable de alrededor del 12% de los casos de
carcinoma de células escamosas y 37% de los casos de adenocarcinoma cervical
en el mundo. Por consiguiente, existe la necesidad de implementar nuevos
enfoques terapéuticos y de diagndstico que puedan mejorar la calidad de vida y

supervivencia de los pacientes con cancer cervical.®**

La identificacion de nuevas biomoléculas terapéuticas y de diagnéstico como los
aptameros abren nuevas posibilidades para el tratamiento de infecciones virales
debido a que poseen caracteristicas que los catapultan como poderosas
herramientas capaces de reemplazar el costoso uso de anticuerpos y otras

moléculas terapéuticas, es por ello, que se propone analizar la capacidad de
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inhibicion de un aptamero aislado previamente por nuestro grupo de trabajo contra

el VPH18 con el fin de evaluar su potencial uso como herramienta teragnostica.
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IV.  Hipotesis

Si el aptamero E tiene especificidad por el dominio de unidn a heparan sulfato de la
proteina L1 del pseudovirus de VPH18 entonces sera capaz de inhibir su interaccion
con el heparan sulfato que se encuentra en la superficie de las células hospederas

(293TT), inhibiendo de esta forma la entrada del virus a las células.
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V. Objetivos

5.1 Objetivo general

Evaluar el efecto del aptdmero E en el proceso de pseudoinfeccién de PsVPH18 en

células 293TT.

5.2 Objetivos especificos

5.2.1 Producir PsVPH18 en células 293TT
5.2.2 Caracterizar y detectar los PsVPH18 producidos en células 293TT

5.2.3 Cuantificar la capacidad de inhibicién de la pseudoinfeccion de PsVPH18

después de la incubacion con el aptamero E en células 293TT
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VI. Materiales y métodos

» s
#‘ ' Fros
- L -
% . L0 . 'ig. N L ﬁ@:
—— A8 ﬁ. Preparacion de PsV18
l ¢ 1’ mezcias de +
Cultivo de células 2937T . infeccion !
20 ) v ' )
Produccion
de PsV18

Aptamero  Aptameso § Aptameso [ repanna

scrambled

Adicion a las células

;C)fi:il;g;m!ectada' Incubar 72h a 37°C  2037TT

por citometria de
flujo Visualizacion y cuantificacion de
fluorescencia del gen reportero

Cuantificacion de

.

Figura 6. Diagrama de flujo de la estrategia experimental. La estrategia experimental consiste en
el cultivo de células 293TT para la produccién de PsVPH18, posteriormente, se prepararan las tres
mezclas de infeccion que llevaran los PsVPH18 incubados con el aptamero E, aptamero D y
Heparina, estas mezclas se afiadiran cultivos de células 293TT individualmente y se incubaran a 72h
a 37°C. Finalmente, se hard una evaluacién por microscopia de fluorescencia y se cuantificara los
porcentajes de fluorescencia por citometria de flujo.

6.1 Produccion y caracterizacion de PsVPH18

6.1.1 Cultivo celular

Para el cultivo de células 293TT se utilizo medio DMEM (Dulbecco's Modified
Eagle's Medium; Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham MA) suplementado con 5%
de suero fetal bovino (FBS) penicilina (50 1.U./mL), estreptomicina (50 pg/mL),
gentamicina (50 pug/ml) (PAA Laboratories, Inc., ON, Canada) y 200 pug/mL de
higromicina (Thermo Fisher Scientific. Estos cultivos celulares para la produccion
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de PsHPV18 fueron realizados en placas de 100mm a 37°C y 5% de CO2. Los
cultivos para las pseudoinfecciones fueron realizados en placas de 24 pozos

colocando 1x10° por pozo en las mismas condiciones.

6.1.1.1 Congelacién y descongelacion de células 293TT

Para la congelacion y descongelacion se utilizo medio DMEM suplementado con
10% de FBS) y medio de “congelaciéon” (DMEM 5%FBS con 10% de DMSO, este
medio debe ser preparado inmediatamente antes de utilizarse). Primeramente, para
la congelacion se pusieron los crioviales en refrigeracion a 4°C para que se enfrien
junto con el medio de congelacion. Durante el enfriamiento de los crioviales se
removio el medio de la caja, enseguida se lavé con 3 mL de DPBS para remover el
exceso de medio y suero. Posteriormente, se agregaron 2.5mL de tripsina y se
incub6 5 min a 37°C y 5% de CO2. Después, se neutralizé la tripsina con 2.5mL de
medio DMEM 5% FBS, enseguida se levantaron las células y se colocaron en un
tubo conico de 15mL para posteriormente determinar la cantidad y viabilidad celular.
El siguiente paso fue centrifugar a 233 x g por 3 min, se retiré el medio y se
resuspendio el pellet en un volumen determinado de medio de congelacion para
tener al menos 1x10° de células por mL. Finalmente, se llevan los crioviales 15
minutos a 4°C, luego 30 minutos a -20°C, pasado los 30 minutos se dejan los
crioviales 1 hora a -80°C y por ultimo se almacenaron al nitrdgeno liquido para su

conservacion.

Para la descongelacion se requiere que el medio DMEM 5% FBS esté pre-calentado
a 37°C. Al mismo tiempo se pusieron los crioviales a bafio maria a 37°C, en cuanto
se descongelaron se transfirio el contenido del criovial a un tubo cénico de 15mL
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con 3mL de DPBS (KCI 2.67 mM, KH2PO4 1.47 mM, NaCl 136.9 mM y Na2HPOa,
pH 7.4), lo siguiente fue centrifugar 3 minutos a 233 x g. Una vez terminada la
centrifugacion se retiré el medio y se resuspendio el pellet en 2mL de medio
“‘complemento”, inmediatamente después de la resuspension se transfirié el pellet a
una caja Petri de 200mm con 6mL de medio DMEM 5% FBS Se dej6 la caja O.Ny
al siguiente dia se cambi6 el medio con 6mL de DMEM suplementado con 5% de
FBS y antibidticos (incluyendo higromicina), se incub6 a 37°C y 5% de CO:2y a partir

de aqui se observaron las células diariamente hasta su completo despertar.

6.1.2 Produccion de plasmidos p18shell y pSVLYFP

Las bacterias DH5a (-endAl, -hsdR17, A(lacZ), -recA) transformadas con su respectivo
plasmido mediante choque térmico se inocularon en 100mL de medio LB
suplementado con ampicilina (200 pg/mL). Este pie de cultivo se incub6 a 37°C en
agitacion a 230 r.p.m. durante 18 horas. Posteriormente, se centrifugd a 6000 x g
por 15 min a temperatura ambiente. Se decant6 el medio y el pellet se resuspendio
en 4 mL de tampon P1 (Tris-HCI 50 mM, EDTA 10 mM, pH 8.0) y se utilizé el vortex
para homogenizar. Enseguida se afiadieron 4mL de tampdén P2 (NaOH 0.1 My SDS
al 1%), esto se mezcl6 6 por inversion y se incubd a temperatura ambiente de 5 a
10 minutos. Posterior a esto se agregd 4mL de tampon P3 frio (Acetato de potasio
1.5 M, pH 5.5), se mezcld por inversion 6 veces y luego se incubé 20 minutos en
refrigeracion a 4°C. Para obtener los plasmidos se siguieron las instrucciones del
fabricante, primeramente, se clarificé el sobrenadante haciéndolo pasar por un filtro

(QIlAfilter Midi Cartridges), el sobrenadante eluido de la columna fue recolectado en
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un tubo cénico de 15mL, enseguida se precipitd el DNA afiadiendo 0.7 volumenes
de isopropanol absoluto frio se mezclé y fue dividido en microtubos de 1.5mL para
una posterior centrifugacion a 17,460 x g durante 30 minutos a 4°C. Finalmente, se
decantd el sobrenadante y se lavd dos veces con 1mL de etanol al 70%
centrifugando a 17,460 x g por 10 minutos por lavado, después se decanté el etanol
para dejar secar el pellet a temperatura ambiente el cual fue resuspendido en 200

uL de agua libre de nucleasas (H20Ln).

6.1.3 Caracterizacion de los plasmidos p18Shell y pSVLYFP

Una vez obtenida la cantidad necesaria de plasmido para la transfeccion (27 ug de
pl8Shell y 15ug de pSVLYFP por caja de 100mm) se requiri6 hacer una
caracterizacion de los plasmidos. Para ello se realiz6 una restriccion enzimatica,
para la caracterizacion de p18Shell se utilizé 1ug de plasmido, incubandolo con las
enzimas EcoRV y Xhol en tampdn R. En el caso de pSVLYFP se utilizé Unicamente
la enzima BamHI de igual manera en tampdon R. Ambas restricciones se dejaron en

bafio Maria a 37°C O.N.

Los fragmentos resultantes de las restricciones enzimaticas fueron separadas
mediante electroforesis horizontal en un gel de agarosa 1% a 100V por 40min,
posteriormente se llevo el gel a bromuro de etidio para visualizar los fragmentos en

el transiluminador (Enduro™ GDS Touch, Labnet).
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6.1.4 Produccion de PsVPH18

Para la produccién de PsVPH18 se incubaron 5x10° células en una placa de 100mm
en 5mL de DMEM 5% FBS y antibioticos y se incubaron de 14 a 16 horas a 37°Cy
5% de COs2. Posteriormente, se reemplazé el medio con 4mL de medio OptiMEM®
(Thermo Fischer Scientific), se incub6 durante una hora, mientras transcurria este
tiempo se prepararon las mezclas de transfeccion la primera contenia 27 ug de
pl8shelLL y 15 ug de pSVLYFP en 0.5 mL de OptiMEM®Yy la otra mezcla contenia
16 pL de Lipofectin® (Thermo Fischer Scientific) con 0.5 mL de OptiMEM®. Ambas
mezclas fueron mezcladas por vortex e incubadas 20 minutos a temperatura
ambiente, transcurrido este tiempo se mezclaron los plasmidos con el agente
transfectante 6 veces mediante inversion y se incubaron 20 minutos a temperatura
ambiente. Enseguida se adicion6 1mL de esta mezcla a los 4mL de OptiMEM® que
tenian las cajas con células y se incub6 7 horas. Transcurrido este tiempo se cambi6
por 10mL de DMEM 5% FBS y se incub6 72h. Se retir6 el medio reservandolo en
un tubo conico de 50mL y posteriormente se lavaron las células con 5mL de DPBS
y se recuperé el DPBS colocandolo en el mismo tubo donde se reservé el medio.
Enseguida se adicion6é 5mL de tripsina a las células y se incubé durante 5 minutos
a 37°C, posterior a los 5 minutos se neutralizd la tripsina con 5mL del medio
previamente reservado y se desprendieron todas las células para ser colocadas en
el tubo cénico de 50mL. Después, se centrifugd a 233 x g durante 5 minutos, se
retird el sobrenadante y el pellet celular fue resuspendido en 500uL de DPBS-MgCl2
(KCI 2.67 mM, KH2PO4 1.47 mM, NaCl 136.9 mM y NazHPO4, MgCl2 5 mM, pH 7.4),

las células resuspendidas se pasaron a un microtubo de 1.5mL de baja adherencia
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donde se adiciono Brij58 a una concentracion de 0.25% y se incub6 a 37°C durante
24 horas, mezclando por inversion 10 veces cada hora, al menos por 3 horas. 1
hora antes de culminar las 24 horas al lisado se le adicion6 Benzonasa® (Sigma-
Aldrich) a una concentracion final de 0.1% y se incubo durante 1 h a 37°C. Luego,
el lisado celular maduro se colocé en hielo durante 10 minutos pasado este tiempo
se afiadieron 0.17 volimenes de NaCl 5M frio y se incubé de nuevo durante 10
minutos en hielo. Este lisado se clarificé mediante centrifugacion a 2000 x g por 15
minutos, después se afadié el sobrenadante a la parte superior del gradiente de
OptiPrep™ (Sigma). Este gradiente se realiz6 en tubos para ultracentrifugacion
(rotor SW41Ti) para ello se utiliz6 una jeringa de 3mL colocando primeramente
2.7mL de OptiPrep™ al 27%, posteriormente se agregaron 2.7mL de de OptiPrep™
al 33% para que desplace al de OptiPrep™ de menor densidad hacia arriba y por
altimo se coloco al fondo del tubo OptiPrep™ al 39% y se incubd el gradiente
durante una hora a temperatura ambiente. Una vez colocado el lisado en la parte
superior del gradiente se coloc6 el tubo en las camisas del rotor para ser
ultracentrifugado a 170,000 x g por 20 horas a 4°C. Transcurrido el tiempo de
ultracentrifugacion se realizd un orificio en la parte inferior del tubo con una jeringa

ultrafina (27 x 38mm) y se recolectaron 10 fracciones de 500uL cada una.

Para evaluar en que fraccion se encontraban los PsVPH18 se llev6 a cabo una
Inmunodeteccion de la proteina L1, se seleccionaron las fracciones con presencia
de L1 para ser purificadas mediante filtracion usando una columna de Sephadex
G25. Por ultimo, se realizé una Inmunodeteccion nuevamente para las fracciones

purificadas para verificar la presencia de L1 y detectar aquellas fracciones con
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mayor sefal de L1 para una posterior pseudoinfeccion y asi verificar la infectividad

de los PsVPHV18.

6.1.5 Caracterizacién de los PsVPH18 con Inmunodeteccion de la proteina L1

Para la Inmunodeteccion se colocaron 12uL de cada fraccion en un microtubo (ya
sea la obtenida después del gradiente o después de la purificacion) y se le afiadié
3uL de solucion tampdon Laemmli 5X (Tris-HCI 62.5 mM pH 6.8, glicerol 25%, SDS
2%, B-mercaptoetanol 2% (v/v), azul de bromofenol 0.01% (p/v)) y se llevaron a
ebullicibn durante 10 minutos, posteriormente, se cargaron las proteinas
desnaturalizadas después de la ebullicibon en un gel de poliacrilamida para su
separacion. Para electroforesis se utilizé un gel concentrador al 4% (Tris-HCI 0.5 M
pH 6.8, SDS 0.1% (p/v)) y un gel separador al 8% (Tris-HCI 1.5 M pH 8.8, SDS 0.1%
(p/v)) en tampon TGS (Tris-HCI 25mM pH 8.3, glicina 192mM, SDS 0.1% (p/v))
durante 1 hora a 80 volts y otra hora a 100V. El contenido proteico del gel se
transfiri6 a una membrana de PVDF (Millipore Corporation, Bedford MA) usando
tampoén de transferencia (Tris-base 25mM pH de 8.3), glicina 192mM, Metanol 20%
(v/v)) empleando el sistema de transferencia semihimeda en el Trans-Blot Turbo
Transfer System (Bio-Rad, California, Estados Unidos). Posterior a la transferencia
se bloqued la membrana con caseina utilizando leche descremada en polvo
(Svelty®) al 15% en DPBS-Tween durante una hora en agitador de ola. Transcurrida
la hora se afadio el anticuerpo primario (anticuerpo monoclonal HPV16 L1 [289-
16981] (Santa Cruz Biotecnology, Cat. SC57834)) en una concentracién 1:1000 en

DPBS-Tween y se incubd durante 18 horas a 4°C en agitacion suave.
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Posteriormente, se realizaron 2 lavados a la membrana con PBS-Tween 0.1%,
enseguida, el anticuerpo secundario se diluy6 1:2000 en leche al 15% y se incubo
con la membrana en agitacion suave durante una hora. Después se realizaron de
nuevo dos lavados con PBS-Tween 0.1% durante 10 minutos. Posterior a los
lavados se revel6 la membrana con Luminata™ Classico (EMD Millipore, Billerica

MA) utilizando un C-DiGit® Blot Scanner (LI-COR Biosciences Inc., Lincoln NE).

6.1.6 Purificacidon de aptameros

Todos los aptdmeros se adquirieron de T4 oligo® (ADN Artificial S.A.P.l., Gto.,

Mexico).

Los aptameros se resuspendieron en un volumen de 200uL, se tomaron 100uL de
esta resuspension, enseguida se le afiadié y homogenizé con tampon stop 2X
(EDTA 0.5mM, Azul bromofenol 0.05%, Xylencianol 0.05%) en una concentracién
1:1, después esto se llevd a ebullicion a 85°C durante 10 minutos. Una vez
transcurrido los 10 minutos se coloco la muestra en hielo durante 10 minutos,
pasado este tiempo se cargé la muestra en un gel desnaturalizante de
acrilamida:bisacrilamida 19:1 al 8% con urea 7M y se corrié a 300V durante 2 horas.
Posteriormente, se llevd el gel al transiluminador para observar los fragmentos
correspondientes a los 80nt del aptamero, una vez identificados se cort6 el pedazo
del gel que contenia la region de interés y se transfiri6 a un microtubo de 1.5mL
pasandolo por una jeringa, ya en el microtubo se le agregé suficiente tampdn de
elucién (Tris-HCI 20mM pH 7.5, Acetato de sodio 0.25M, EDTA 1mM, SDS 0.25%

(v/v)) para cubrir el gel y se dejé a 37°C O.N. Al dia siguiente, se pas6 el contenido
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del tubo a una jeringa y se hizo pasar el contenido por un filtro de 0.45um a otro
microtubo para deshacerse de la acrilamida. A este tubo se le agregé 1 volumen de
Fenol:Cloroformo:Alcohol Isoamilico y se centrifugd a 17,460 x g durante 10 minutos
a temperatura ambiente. Posterior a la centrifugacion se paso la fase acuosa a otro
tubo al cual se le agregé 0.1 volumen de acetato de sodio. Enseguida, se le agrego
2.5 volumenes de etanol frio, se mezcldé y se dej6 a -20°C durante una hora.
Después de que transcurrié la hora se centrifugd una hora a 17,460 x g a 4°C, se
decantd el sobrenadante y se realizaron dos lavados con 1mL etanol al 75%
centrifugando 15 minutos a 4°C. Por ultimo, se dej6 secar el pellet y se resuspendi6
en 42uL de agua libre de nucleasas para posteriormente cuantificar en Nanodrop

2000 (Thermo scientific).

Se toma 1lug de la muestra purificada y se realiza otra electroforesis en gel
desnaturalizante para observar que la banda correspondiente a la muestra este

completamente libre de impurezas.

6.1.7 Cuantificacion de unidades infectivas del stock viral

La pseudoinfectividad de los PsVPH18 se determiné por la cantidad de células
fluorescentes infectadas con 1uL del stock viral. Para ello se inocularon 1x10°
células 293TT en un pozo de una placa de 24 pozos y en 16 horas posteriores se le
afadié 1uL del stock viral y se incub6 durante 72 horas, realizando al menos 3
ensayos por stock viral. Transcurrido este tiempo las células fueron cosechadas y
resuspendidas en 300uL de DPBS para llevarlas al citbmetro de flujo y cuantificar

la cantidad de células infectadas. Se realiz6 un promedio de las células
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pseudoinfectadas en los 3 ensayos para determinar la cantidad de unidades

infectivas.

6.1.8 Inhibicion de la infeccion viral

Para evaluar la inhibicion de la infeccion viral se incubaran los PsVPH18 con el
aptamero E para permitir su union a la capside como se ha reportado
anteriormente.*! Se inocularon 1x10° de células 293TT por pozo en una placa de 24
pozos usando 0.5mL de medio DMEM suplementado con 5% de FBS y antibidticos.
16 horas después se retir6 el medio y se afiadi6 0.5mL de DMEM basal pre-
calentado a 37°C y se incub6 durante una hora para permitir que las células se
vuelvan a adherir. Durante esta incubacion se preparé la mezcla de infeccién con
4000Ul de PsVPH18 con cantidades crecientes de aptameros o heparina en un
volumen final de 80uL de DPBS, estas mezclas de infeccion se incubaron durante
20 minutos en agitacion suave. Enseguida se afiadieron las mezclas de infeccion a
las células y se incubo a 37°C y 5% de CO2 durante 60 minutos. Posteriormente, se
sustituy6é el medio por 1ImL de DMEM suplementado con FBS y antibiGticos para
dejar incubando 72 horas, finalmente transcurrido este tiempo se observé la

fluorescencia y se cosecharon las células para llevarlas al citbmetro.

6.1.9 Citometria de flujo

Para la cosecha de células se retir6 el medio del pozo y se coloc6é en un microtubo

de 1.5mL ya que suele haber células fluorescentes flotando en el medio, se lavaron
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suavemente las células con 200uL de DPBS y se recupero el DPBS para depositarlo
en el mismo microtubo donde esta el medio. Posteriormente, se afiadieron 200puL
de tripsina y se incubaron las células por 2 minutos a 37°C, se neutralizé la tripsina
con 200uL de medio DMEM y se recuperaron las células en el microtubo. Se llevo
a cabo una centrifugacion a 600 x g por 5 minutos a 4°C. Se retir6 el sobrenadante
y se lavdo con 1mL de DPBS para centrifugar nuevamente con las mismas
condiciones y por ultimo se resuspendio el pellet celular en 300uL de DPBS y esto
se paso a un tubo de poliestireno de 5mL y se llevo al citometro de flujo FORTESSA

donde se leyeron 10,000 eventos con el laser Alexa Fluor 488nm.

VII. Resultados

7.1 Produccidn y caracterizacion de los plasmidos p18Shell y pSVLYFP

Los plasmidos pl18Shell y pSVLYFP fueron tomados del stock de plasmidos del
laboratorio de Terapia Génica. Como se observa en la figura 7A cada produccion
plasmido se trabaj6 independientemente y lo primero que se realizé fue la obtencién
de los plasmidos empleando bacterias DH5a para ello se transformaron las

bacterias mediante choque térmico, lo siguiente fue seleccionarlas como se muestra
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en la figura 7B en cajas Petri con medio de seleccion LB sélido suplementado con
ampicilina (200 pg/mL). Una vez teniendo bacterias transformadas se procedio a
aumentar la cantidad de plasmido mediante pies de cultivo de 100mL de medio LB
liquido suplementado con ampicilina (200 pug/mL) como se muestra en el esquema

de la figura 7C, para la extraccion de los plasmidos se realizo una lisis alcalina.

Para la caracterizacion de los pladsmidos se realizaron restricciones enzimaticas (Ver
mapa de restriccion de los plasmidos en el anexo 1y 2). Como se observa en la
figura 8 las bandas correspondientes a los fragmentos resultantes de la restriccion
enzimatica corresponden con los pesos esperados siendo en el caso de p18Shell
un fragmento de aproximadamente 3000pb y otro de 7500pb, los fragmentos de

PSVLYFP corresponden a un fragmento de 700pb y otro fragmento de 5000pb
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Figura 7. Produccion de los plasmidos p18Shell y pSVLYFP. Esquema general de la produccion
de plasmidos para transfeccion. A) Transformacion bacteriana mediante choque térmico. B)
Seleccion de bacterias transformadas en medio solido de seleccién. C) Produccion de bacterias
transformadas en medio de selecciébn y posterior lisis alcalina para la extraccién plasmidica
(Midiprep).
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Figura 8. Caracterizacién plasmidica. Gel de agarosa al 1% donde se observan los fragmentos
esperados (recuadros rojos) correspondientes a las restricciones enzimaticas de los plasmidos
pl8Shell y pSVLYFP (enzimas utilizadas en el Anexo 1). Ademas, se muestran dos controles del
plasmido sin digerir (recuadro verde).

Estos resultados muestran una correcta produccion y caracterizacion de los
plasmidos que se requieren para la transfeccion de células 293TT y produccion de

pseudovirus tipo 18.

7.2 Produccion de PsVPH18

La produccion de pseudovirus esta caracterizada por la transfeccion en células

293TT de los plasmidos pl8Shell y pSVLYFP cuyas secuencias contienen la
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secuencia de L1 y L2 de VPH18 y de la YFP (Yellow fluorescent protein),
respectivamente. La expresion de estas proteinas se fundamenta en que los
plasmidos contienen las secuencias de ambas proteinas, asi como el origen de
replicacion y expresion del virus SV40. Una vez expresadas L1 y L2 estas se
ensamblan espontdneamente en capsides (ya que esta conformacion las hace
termodinamicamente estables) encapsulando el pseudogenoma que en este caso

es el pSVYFP que contiene el gen reportero.

Para comenzar la produccion de PsVPH18 se co-transfectan las células 293TT con
27ug de plasmido p18Shell que contiene la secuencia de las proteinas L1y L2 de
las cépsides virales de VPH18 y 15ug del pldsmido pSVLYFP que funge como
pseudogenoma. 72 horas después se observo la fluorescencia para comprobar la
expresion del gen reportero lo que corrobora la transfeccion como se observa en la

figura 9.

Figura 9. 72 horas post- tranfeccion. Se transfectaron 4 cajas y primero se muestra las células en
campo claro y a la derecha de la misma se muestra la fluorescencia correspondiente a la expresion
de la proteina YFP.
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Una vez comprobada la transfeccion se procedié a la cosecha de las células para
liberar los PsVPH18 que y enseguida hacer una ultracentrifugacion en gradiente de

optiprep (figura 10) para separar los PsVPH18.

Figura 10. Gradiente de optiprep. Se observa en el primer tercio del gradiente una banda
blanquesina que corresponde a los pseudovirus, ademas, se observa una banda mas arriba que
contiene a las capsides virales sin pseudogenoma (VLP).

7.3 Caracterizacion de PsVPH18

Para la caracterizacion de PsVPH18 se realiz6 una Inmunodeteccién de la proteina
L1, como se observa en la figura 11 se observan bandas ligeramente arriba de los

55kDa que corresponden a la banda esperada de L1.
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Figura 11. Ensayo de inmunotedeteccion. Con esta Inmunodeteccion se observan las bandas
correspondientes a la proteina L1 (flecha roja) de las cépsides virales de los PsVPH18 que se
encuentran ligeramente arriba de los 55kDa.

Una vez detectada la proteina L1 de las capsides virales se procedio a realizar una
purificacion de las fracciones que contenian la sefial de L1, posterior a esta
purificacion se hizo otro ensayo de Inmunodeteccion de L1 para comprobar que los

PsV seguian presentes (Figura 12).
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Figura 12. Ensayo de Inmunodeteccién post-purificacion. Se detectd la presencia de la proteina
L1 (flecha roja) después de la purificacién en columnas Sephadex G-25.
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Después de comprobar la presencia de los PsVPH18 post-purificacion se realizaron
ensayos de pseudoinfeccion (Figura 13) a concentraciones crecientes de PsVPH18

para corroborar la infectividad de los pseudovirus producidos.

Estos resultados prueban la correcta produccion de PsVPH18 puesto que la la
expresion de la proteina YFP (gen reportero) demuestra que los pseudovirus se

encuentran integros y tienen capacidad infectiva.

Figura 13. Ensayos de pseudoinfeccion. Estos ensayos fueron realizados a cantidades de 1pL,
3uL y 5uL. Como se puede apreciar conforme la cantidad aumenta, lo hace a la para la fluorescencia

7.3.1 Determinacion de unidades infectivas

Para la cuantificacion de unidades infectivas del stock viral se infectaron las células
con 1pL de los stocks virales realizando minimo tres ensayos como se muestra en

la Tabla 1 que muestra los resultados obtenidos de los ensayos de infeccion con un
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promedio que indica cuantas unidades infectivas se tienen aproximadamente en los

stocks virales.

Tabla 1.

Unidades infectivas Promedio
Fxné 786 499 460 581
Fxn7 933 713 794 736 794

72 horas post infeccion se llevaron las células al citbmetro donde se cuantificaron

cuantas células fluorescentes habia por 10,000 eventos (Figura 14).

230509_230509_003
[Ungated] FSC-A / SSC-A

FSC-A
Gate Number %Total %Gated
All
A

X-Med
20,000 100,00 100,00 44.143,77
19.743 98,72 98,72 43.968,47
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Figura 14. Unidades infectivas. A) En esta figura se muestra el area de analisis del citbmetro de la
poblacion de células 293TT. B) Area de analisis que corresponde a las células fluorescentes, en el
recuadro rojo se muestran la cantidad de células infectadas.
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7.4 Purificacién de aptameros

Se realizd un gel desnaturalizante poliacrilamida (Figura 15) para separar los
fragmentos inespecificos que suelen venir en las sintesis de aptdmeros con el fin
de obtener solo la fraccién que contiene los fragmentos deseados de los aptdmeros

scrambled, Ey D.

3
35

Apt D AptE

80 nt

Figura 15. Gel desnaturalizante de poliacrilamida. En el primer y ultimo carril se carg6é un
marcador de 80nt para poder determinar la banda correspondiente a los 80nt de longitud que
coincide a la de los aptameros. Con flechas rojas se observan las bandas mayoritarias a los 80nt
que corresponden a los aptameros.

Una vez realizada la purificacion se procedié a correr otra electroforesis en gel

desnaturalizante para apreciar si quedaron bien purificados o seguia habiendo

fragmentos inespecificos, como se observa en la figura 16 los aptameros fueron
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bien purificados puesto que no se observa ninguna otra banda ademas de la

esperada, lo que confirma que no hay fragmentos inespecificos.

-
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v

arcador

Ape D CE

Figura 16. Gel desnaturalizante post-purificacion. En el primer carril esta la banda del marcador
de 80nt. En los siguientes carriles se observa la banda a 80nt que corresponde a la de los aptameros
(flechas rojas) y no se aprecia ningun otro fragmento.

7.5 Ensayos de interaccion Aptamero-PsVPH18

En la figura 17 se muestran los resultados de los primeros ensayos de inhibicién de
la infeccién con los aptdmeros sin purificar. Se puede observar que las infecciones
con los aptameros tienen un mayor porcentaje de infeccion y que la heparina esta

actuando correctamente.
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Figura 17. Ensayo de infeccion con aptamero sin purificar. Se muestran los porcentajes de
infeccion de los ensayos de inhibiciéon de la infeccion en donde los inhibidores muestran mayor
infeccion que el control sin inhibidor, mientras que el control positivo si muestra una disminucién en
la infeccién.

Una vez se purificaron los aptdmeros se procedié a realizar mas ensayos de
inhibicion de la infeccion (figura 18), pero con una menor concentracion de aptamero

para ver como se comportaban los porcentajes de infeccion.
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Figura 18. Ensayo de infeccién con 1uM de aptameros y heparina. Los porcentajes de infeccion
disminuyen ligeramente a comparacién del control, siendo un poco mas bajos el aptamero E y la
heparina como se esperaba, sin embargo, no se encontré diferencia significativa (prueba t student,
a=0.05) que muestre que esta disminucion en la infeccién sea por la presencia de los inhibidores.
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Figura 19. Ensayo de infeccién con 5uM de aptamero y heparina. Los porcentajes de
infeccion no muestran una diferencia significativa (prueba t student, a=0.05) respecto al control
para ningun tratamiento.
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Considerando estos resultados donde los porcentajes de infeccion son muy bajos
(menos del 1%), se procedid a realizar ensayos de infeccion con microtubos
recubiertos con BSA 1% y Caseina 1%, ademas, se realizaron ensayos de
infeccion poniendo directamente los pseudovirus sin pasarlos por el microtubo

(figura 19).

Ensayo de infeccion
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Figura 20. Ensayo de infeccién con recubrimiento en microtubos. Como se observa en estos
resultados los porcentajes de infeccion no aumentaron con el recubrimiento de los tubos con las
proteinas BSA y Caseina al 1%, asimismo, no hay un aumento considerable en los porcentajes de
infeccion al poner los pseudovirus directamente.
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VIIl. Discusidén

En la actualidad se dispone de muchas herramientas de deteccion de
microorganismos y/o virus infecciosos; no obstante, siguen existiendo obstaculos
en la deteccion de VPH. Uno de ellos es que las proteinas de etapa tardia solo
pueden detectarse en infecciones avanzadas, por otro lado, las proteinas de etapa
temprana se expresan en cantidades bajas en el tejido infectado. Asimismo, los
anticuerpos que se requieren para el diagnéstico son altamente costosos y no
suelen discriminar en los tipos de VPH, algo esencial para determinar un buen
diagnostico, quedando la secuenciacion del genoma viral como la mejor
metodologia de deteccion de VPH, sin embargo, para este tipo de metodologias se
requiere personal altamente capacitado que pueda utilizar los costosos equipos.*®
Ademas, hay que tener en cuenta que la mayoria de las infecciones por VPH son
en paises subdesarrollados por lo que sigue existiendo una necesidad de encontrar
nuevas y mejores estrategias para la deteccion temprana, el control de transmision

y herramientas que complementen el uso de vacunas como método preventivo. 46

En el presente trabajo se reporta el uso de un aptamero de DNA previamente
aislado y caracterizado (datos en via de publicacién), que mostr6 en los ensayos de
unidn una fuerte interaccion teniendo una constante de disociacion (Kd) en el rango
de nM, lo que sugeriria que esta fuerte union seria capaz de impedir la interaccion
del virus con las células y asi evitar una infeccion (datos en via de publicacion). Para

probar esto se realizaron ensayos de infeccion incubando el aptamero con los
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pseudovirus previo a la infeccidn teniendo como controles otros dos aptameros, el
aptamero D que a comparacion del E tenia menos afinidad por las capsides virales
y un aptamero aleatorizado, como control positivo se tuvo a la heparina el cual es
una molécula que tiene una estructura similar al Heparan Sulfato lo que lo convierte
en un potente inhibidor de la infeccién de VPH.#’ Sin embargo, su funcién como
agente antiviral tiene la limitante de ser un agente altamente anticoagulante,
ademas, posee efectos como interacciones con diversas proteinas involucradas en
procesos celulares como proliferacion, angiogénesis, adhesion, etc., lo que podria

desencadenar una respuesta téxica.*®

Por otro lado, el proceso de produccion de PsVPH18 quedd completamente
estandarizado lo cual permitié obtener una buena cantidad de particulas virales con
capacidad infectiva. Sin embargo, esta capacidad infectiva se perdio en el proceso
de los ensayos infectivos. Se estimaban porcentajes de infeccion entre el 3% y 5%
(datos no publicados), no obstante, se tuvieron resultados cuyas infecciones no
superaban el 1%. Se discute que esta reduccién en la infeccion podria estar
ocasionada por el cambio en los materiales en el proceso de infeccion, puesto que
anteriormente se usaban puntas y microtubos siliconizados con Sigmacote ® y en
estos ensayos de infeccion se optd por utilizar puntas y microtubos de baja
adherencia debido a que dej6 de exportarse a México este reactivo que tiene la
funcién de hacer antiadherentes las superficies a cualquier proteina. Este cambio
técnico fue de vital importancia ya que podria ser el causante de la disminucién en
los porcentajes de infeccion, aunado a esto los bajos porcentajes de infeccion no

permiten tener una clara conclusion sobre el poder inhibitorio del aptamero, una
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prueba de esto es el resultado de la figura 18 donde el uso de heparina no tuvo una
disminucién en el porcentaje de infeccion estadisticamente significativa (prueba t
student, a=0.05). Asimismo, en los resultados de la figura 17 se aprecia que los
porcentajes de infeccién con el uso de los aptdmeros son mayores que en el control
siendo que su funcién es inhibir, lo que podria estar sucediendo es que al ser altas
concentraciones de aptamero este se adhiera a la superficie de los microtubos
haciendo una especie de recubrimiento. Lo que nos llevo a preguntarnos si haciendo
este recubrimiento con alguna proteina (BSA y Caseina) se podria lograr un efecto
similar, no obstante, los resultados no mostraron aumento en el porcentaje de
infeccion (Figura 19). El resultado mas inconsistente es que a pesar de realizar los
ensayos de infeccion directamente (sin pasarlos por el microtubo) a los pozos el
porcentaje de infeccidn sigue sin ser mayor al 1%, lo que pudiera sugerir que los

PsVPH18 estan adhiriéndose a las paredes de las puntas de las micropipetas.

En conclusion, se produjeron PsVPH18 correctamente infectivos; sin embargo, la
hipotesis planteada del presente trabajo no pudo ser comprobada o negada
eficientemente debido a las limitaciones técnicas presentadas, por lo que se sugiere
buscar un reactivo que tenga las propiedades de Sigmacote ® para realizar los
ensayos de infeccibn como se realizaron previamente en el laboratorio y tener

resultados mas robustos.
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IX.

Conclusiones

La deteccidon de L1 mediante Inmunodeteccién y las pruebas de infectividad
comprobaron que los PsVPH18 fueron correctamente producidos.

La anti-adherencia en el material de laboratorio es indispensable para los
ensayos de infeccion con PsVPH18.

En los resultados preliminares, el aptamero E no tuvo diferencia significativa

que mostrara su capacidad como agente inhibitorio de la pseudoinfeccién.
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X. Perspectivas

e Realizar ensayos de infeccion con material siliconizado con algun otro
reactivo con funcion similar a Sigmacote ® y comparar los resultados con
material de baja adherencia.

e Agregar un control en los ensayos de infeccion que contenga DNAsa a las
mezclas de infeccion.

e Producir PsV de otros tipos de VPH para corroborar la especificidad del

aptamero E por los PsVPH18.
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ANEXOS

Anexo 1. Mapa de restriccion del plasmido p18ShelL

Xhol - 505

p18ShelL

10,723 pb

EcORV - 3643

Anexo 2. Mapa de restriccion del plasmido pSVLYFP
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