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RESUMEN

En los ltimos afios se han realizado estudios moleculares para lograr una
mejor comprension de los mecanismos de expresién génica y de infeccion de
los retrovirus humanos HIV y HTLV-I/II ( virus de la inmunodeficiencia
humana vy linfotropico de células T de humano ). El virus de la leucosis
bovina (BLV) debido a su gran semejanza con los retrovirus humanos es un
excelente modelo, tanto para estudios clinicos y patoldgicos de la infeccion
como para estudios basados en el conocimiento de la expresion génica y de
los factores que regulan la expresion y que pueden estar involucrados en los
muy prolongados periodos de latencia viral. En el organismo infectado por
retrovirus se producen factores intracelulares y extracelulares que inducen,
reducen o inhiben Ia expresion de los genes virales. La expresion de BLV
“in vivo” es bloqueada aparentemente a nivel transcripcional por factores
proteicos que reducen los niveles de expresion del gen estructural GAG y
estan presentes Unicamente en el plasma de animales seropositivos. Por otra
parte se ha encontrado un factor en suero ( probablemente IgG ) de animales
seropositivos que estimula la expresion del transcrito del gen GAG viral. En
este trabajo nuestro proposito fue conocer el efecto “in vitro® de estos
factores del plasma y del suero sobre la expresidn tanto de genes constitutivos
de BLV como sobre la expresion de los genes virales de regulacion, a nivel de
transcripcion y de traducciéon. Con este proposito probamos 10 animales de
un hato de alta seroprevalencia mediante las pruebas seroldgicas IDAG
( inmunodifusidn en agar gel ), IET (inmunoelectrotransferencia) y ELISA

( Ensayo Inmunoabsorbente ligado a enzima ) y la prueba de PCR ( Reaccién



en cadena de la polimerasa ), se seleccionaron 2 animales positivos a todas
las pruebas anteriores. Se cultivaron las células mononucleares (CM) de los
animales seleccionados y las células FLK-BLV ( células de rifién de ternera
fetal infectadas con BLV ) en presencia de plasma y suerc autdlogos, IgG de
animales seropositivos y suero fetal bovino como control. Se observé por
IET una disminucion de los niveles de proteinas estructurales en presencia de
plasma y un incremento en presencia de suero o de IgG tanto en CM como en
células FLK-BLV. Por otro lado se observé por RT-PCR ( reaccion de la
polimerasa en cadena con productos de la transcriptasa reversa ) una
disminucion en la expresion de transcritos de los genes constitutivos POL,
ENV y GAG en presencia de plasma y un aumento en la expresidén con suero
autdlogo. Con respecto al gen regulador pX se observé que en presencia de
plasma existe una reduccién de los niveles de transcritos aparentemente mas
evidente que la reduccidn de los transcritos de los genes constitutivos ( en
algunos casos a niveles no detectables ) tanto en CM de animales infectados
como en la linea celular FLK-BLYV. Resumiendo los resultados obtenidos se
observa una reduccidn en los niveles de transcritos tanto de los genes
constitutivos como del gen regulador y una reduccion en los niveles de
proteinas estructurales del virus “Gp51 y p24” debido a factores presentes en
el plasma autologo. Por otro lado encontramos que el suero autélogo es un
factor que esta actuando de manera contraria a los factores del plasma ya que
incrementa la expresion de los genes constitutivos y reguladores en CM y
células FLK-BLYV, sin embargo no se observo ningin incremento en la

transcripcién de los genes virales por IgG.



INTRODUCCION

En los ultimos afios se han realizado estudios moleculares para conocer y
comprender los mecanismos de expresion génica y patogenesis de los
retrovirus como el Virus de la Inmunodeficiencia Humana (HIV), el Virus
Linfotropico de células T de Humano (HTLV-I/II) y ¢l Virus de la Leucosis
Bovina (BLV). Estos son retrovirus que se replican en células del sistema
inmune y se integran al azar en el genoma del hospedero produciendo un
largo periodo de latencia. No poseen oncogenes pero sus productos son
capaces de conducir a una transformacién celular después de un periodo de

latencia.

El virus de la leucosis bovina tiene numerosas caracteristicas de estructura,
expresion génica v patologia similares a los retrovirus humanos y es un buen
modelo de estudio para lograr el entendimiento de los mecanismos de
regulacidn de la expresion viral y la activacion de genes involucrados en los

mecanismos de transformacion celular.

El virus de la leucosis bovina, un retrovirus tipo C es el agente etiologico de
la leucosis bovina enzoética, una enfermedad linfoproliferativa persistente, el
ganado lechero es el mas afectado principalmente de 4 a 8 afios de edad,
afecta en menor grado al ganado productor de carne, este virus causa la
neoplasia mas comun y maligna del ganado bovino “El linfoma de células B”

el cual se presenta después de un largo periodo latente.

Ll



Existen factores en el huésped que suprimen y/o estimulan la transcripcién de
los retrovirus, estos pudieran jugar un papel importante en los mecanismos
involucrados en los largos periodos de latencia del virus. Los estudios
realizados sobre la supresidon  y/o estimulacion de los niveles de
expresidon génica del virus ( transcripcion y traduccién ) nos llevan a
comprender los fendmenos que ocurren cuando €l virus se mantiene latente o

bien cuando termina el periodo de latencia viral en el organismo infectado.

Estudios realizados han llevado al descubrimiento de un factor proteico
presente en plasma de animales infectados con el BLV el cual inhibe la
expresidn del gen GAG viral y en humanos se ha encontrado que el plasma de
pacientes infectados con HTLV-I tiene la capacidad de inhibir la expresion

del virus en cultivos de linfocitos naturalmente infectados.

Por otro lado se ha reportado que la IgG de ganado seropositivo a BLV

estimula la expresidn del virus.

En el presente estudio se cbservé el efecto de los factores del plasma y suero
autdlogos y de la IgG sobre la expresidn de los genes consitutivos ( Gag, Env,
Pol ) y reguladores ( pX ) del BLV en CM infectadas con BLV y en la linea
celular FLXK-BLV.



ANTECEDENTES

La leucosis bovina enzoética es una enfermedad linfoproliferativa persistente
causada por un retrovirus tipe C, el virus de la leucosis bovina (BLV)
( 42, 57 ), el cual afecta principalmente al ganado lechero de 4 a § afios de
edad y en menor grado al ganado productor de carne (3 ) capaz de causar la
neoplasia mas comun y maligna del ganado bovino “El linfosarcoma” (20},

en forma experimental se han infectado a ovejas, cabras y conegjos.

De todos los animales infectados Unicamente una  pequefia
proporcién ( menos del 10 % ) desarrolla linfosarcoma y el resto se
mantienen como portadores asintomaticos o desarrollan una linfocitosis
persistente ( LP ) que puede ser considerada como una etapa preleucémica
que da inicio a una respuesta linfoproliferativa, sin embargo, muchos
animales con LP nunca desarrollan neoplasias, alin asi la LP es

considerada como una respuesta benigna de la infeccién (43 ).

Se han reconocido 4 tipos de linfosarcoma bovino de acuerdo a las
caracteristicas clinicas y patologicas, la mas comin es la forma adulta
relacionada con el agente etiologico viral que se desarrolla en el ganado de 4 a
8 afios de edad manifestando inflamacion de los ganglios y ocasionalmente

infiltracién linfoide en corazén, rifiones y utero.

El virus de la leucosis bovina y los virus linfotropicos T humanos
( HTLV-I/II ) y de simio { STLV )} comparten numerosas caracteristicas de

infeccion, patologia, asi como una estructura genética similar y una



estrategia comin de expresidon génica, ademas poseen el gen regulador pX
como una caracteristica distintiva de los otros retrovirus, se integran
fortuitamente en el genoma decl hospedero, no poseen oncogenes pero sus

productos por si mismos conducen a malignidad después de un largo periodo

de latencia (26 ).

SEROEPIDEMIOLOGIA

La enfermedad se encuentra ampliamente distribuida en la poblacion de
ganado bovino en Estados Unidos, Japon, Gran Bretafia, Venezuela, Italia,
Francia y otros (3,11).

En México se han realizado estudios esporadicos sobre la incidencia de la
enfermedad. Monroy y colaboradores ( 1985 ) realizaron un estudio
seroepidemiolégico en los centros experimentales pecuarios en Puebla,
Tamaulipas y Oaxaca encontrando una incidencia de 18.34, 54.32 y 2.56 %
respectivamente de un total de 445 animales (37). En otro estudio de
prevalencia en diferentes razas realizado en México se encontro que en la raza
pardo suiza habia 17.8 %; en la indubrasil, 14.28 % y la Brahman y Suiza,
0.0 % de un total de 193 animales (27). En el noreste de la Republica
Mexicana hemos encontrado una prevalencia de 16.30 % en ganado lechero
mayor de 2 afios y 1.95 % en ganado de carne mayor de 2 afios, sin embargo
hemos encontrado hatos lecheros con una seroprevalencia de hasta 69.84 %
( 58 ). Estos datos indican una prevalencia similar a la de oiros paises tanto

en ganado lechero como en ganado de carne.



TRANSMISION

El virus de la leucosis bovina se transmite a través de linfocitos infectados
de un animal a otro. Pruebas epidemiolégicas sefialan que la transmision es
tanto vertical como horizontal. En la transmisién horizontal el virus puede
transmitirse de un bovino infectado a otro a través de fomites (12),

insectos hematofagos ( 40 ), manejo del hato y contacto directo (19 ).
DIAGNOSTICO

El diagndstico es establecido mediante examenes clinicos, hematoldgicos,
necropsicos y por pruebas serologicas como el radioinmunoensayo (RIA),
inmunodifusion en agar gel (IDAG), inmunoadherencia (IA) y neutralizacion
viral (NV) basandose en la presencia ya sea de anticuerpos contra el virus o
de antigenos virales (32,34). Los métodos de diagndstico molecular han
rcpresentado  una herramienta indispensable en el estudio de la Biologia
Molecular, entre estos métodos se encuentra southern blot, northern blot,
hibridacion in situ y reaccion en cadena de la polimerasa con sus respectivas
variantes (35,50). La inmunodifusion en gelosa continta siendo la técnica
oficial de deteccion y de control de la leucosis enzodtica bovina, establecida
por el Consejo de la Comunidad Europea a partir de Noviembre de 1980. Los
otros métodos serologicos mencionados presentan diversas inconveniencias
como son el requerimiento de antigenos altamente purificados, equipo muy
costoso como en el caso de radioinmunoenzayo, dificultad en la
interpretacion en el caso de la inmunofluorescencia, o tiempo muy
prolongado para obtener resultados en el caso de la prueba de

seroneutralizacion (32).



ESTRUCTURA GENICA DEL VIRUS

Los retrovirus son virus envueltos con una estructura esférica que
contiene dos moléculas idénticas de RNA con polaridad positiva. BLV
esta compuesto por una bicapa lipidica que contiene 2 glicoproteinas, la
proteina externa GpS5] yla proteina transmembranal Gp30 que juegan
un papel importante en la infectividad del huésped (46 ). El “core”
estd constituido por proteinas altamente basicas como las P24, P15 y P12
(50) y dentro del core se encuentra el RNA gendémico y la transcriptasa

reversa que tiene un requerimiento absoluto de Mg.

FIGURA 1.- ESTRUCTURA DEL VIRUS DE LA LEUCOSIS BOVINA.
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El RNA esta constituido por 8,714 nucledtidos que integran los siguientes
locus genéticos, SLTR-gag-prot-pol-env-px-3LTR. Los LTR (Long Terminal
Repeat) estan constituidos por 530 pb ( pares de bases ) { 45,46 ). Los LTR
estan constituidos por las regiones U3--R--U5 que juegan un papel
importante en la integracién y replicacion de los retrovirus, estos contienen
los elementos promotores y “enhancer” que incrementan la eficiencia
transcripcional de los genes virales y celulares (9,45) . Probablemente lo que
permite la realizacién de acciones biologicas comunes entre BLV y HTLV

es la alta homologia ( 50% ) que poseen sus LTR.

FIGURA 2- MAPA GENETICO DEL VIRUS DE LA LEUCOSIS
BOVINA.
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Gen GAG. Es el primer marco de lectura abierta (Open Reading Frame, ORF),
esta constituido por 1179 pb que codifican las proteinas internas del core
sintetizadas como un solo precursor con un PM de 45 Kd. El orden de las
proteinas dentro del precursor esta constituido de la siguiente manera: NH -
p24-p15-p12-COOH. Las p24 y pl5 estan constituidas de 215 y 190
aminoacidos respectivamente y son las proteinas que constituyen el core,
la p12 es de 69 aminoacidos y se une al acido nucleico, ésta proteina se

caracteriza porque contiene periodicamente residuos de cisteina (42,46 ).

PROTEASA VIRAL. Es codificada por un segmento de RNA viral localizado
entre los genes GAG y POL. Este segmento se extiende del nucleatido 1548
pb al 2132 pb iniciando 49 pb rio arriba del gen gag y presenta una alta

homologia con la proteasa murina ( 46 ).

Gen POL. Es el gen que posee el ORF mas grande, se extiende desde los
nucleétidos 2318 al 4876, codifica el precursor que da origen a la
transcriptasa reversa. El precursor es una poliproteina que contiene
determinantes de los genes GAG y POL, traslapandose por 500 pb con el gen
GAG, éste es un precursor de 95 Kd y da origen a la transcriptasa reversa
que es de 70 Kd y 2 una endonucleasa de 32 Kd . El gen POL es uno de
los més conservados entre la familia de los retrovirus. La porcién amino de
BLV y HTLV-I presentan una homologia de 44.6 % y la porcion carboxilo
51.8 % (42).
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Gen ENV. Es el tercer fragmento de lectura abierta ( ORF ), se extiende del
nucleotido 4820 al 6,368 y codifica 515 aminoacidos dando origen a dos
proteinas glicosiladas de envoltura ( Gp-51 y Gp-30 ) sintetizadas por una
division proteolitica de un polipeptido precursor (gp70), las proteinas son
trasladadas a la superficie celular e incorporadas con el resto de las proteinas
virales durante el periodo de gemacion. La gp51 es una glicoproteina externa
que contiene 8 sitios  parcialmente glicosilados, y es detectada
tempranamente durante la infeccidén (46). La gp 30 es una glicoproteina
transmembranal que contiene dos sitios hidrofébicos y dos secuencias
altamente glicosiladas (46, 55). Se ha encontrado que la variabilidad del gen
ENV entre los diferentes aislados de BLV es muy limitada ( menos del 6%)

esto es muy similar a lo encontrado en HTLV- I (46).

Gen pX . Esta localizado entre el gen ENV yel LTR 3' y conttene 1817
nucleotidos, dentro de esta regién estan codificados 3 ORF denominados X-I,
XII y XIII, en células infectadas se ha identificado un RNAm subgenomico
que contiene los ORF X-I y XII traslapados, este RNAm es generado por un
doble proceso de maduracion en el cual se unen tres regiones genéticas, la
primera es de 100 nucledtidos y esta ubicada en la region “R” de la
terminacion 5° LTR, la segunda un exén de 220 pb inmediato a la terminacion
5" del gen ENV y la ultima corresponde a 1360 nucledtidos contenidos en la
terminacion 3> del RNA gendmico; la traduccion del RNA subgendmico
produce las proteinas p38 ( proteina TAX ) derivada del ORF X-1 y pl8
( proteina REX ) originada del X-II; ambas son proteinas nucleares no

estructurales y tienen un efecto “in trans” sobre las secuencias reguladoras del

BLV (47,48).
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PROTEINA TAX es una fosfoproteina nuclear de 38 Kd, es un potente
transactivador de [os elementos responsables de TAX (TRE), estos elementos
se encuentran localizados en los LTR. La proteina regula la iniciacidén de la
transcripcion del virus. La funcidn transactivadora de TAX juega el papel
central de la transformacién celular o leucemogénesis activando genes que
regulan el crecimiento celular. TAX es capaz de producir transformacion en
cultivos primarios en cooperacion con RAS y puede ser considerado dentro

del subgrupo de oncogenes que causan inmortalizacion (47,48).

PROTEINA REX es una fosfoproteina nuclear de 18 Kd que actia
postranscripcionalmente para modular los niveles de RNAm de los genes
estructurales del virus. La regulacién de- REX requiere de elementos de
accion en cis en la molécula de RNA viral localizados en U3’ de los LTR

(47,48).
INFECCION

La infeccion por BLV es caracterizada por linfocitosis y linfoma de las células
B, el provirus se integra al DNA de los linfocitos B y produce un largo
periodo latente (42), sin embargo recientemente se ha encontrado en
subpoblaciones de linfocitos T (T cooperadores y T citotoxicos/supresores ),
quiza en ellos se presente un fendmeno simtlar al que presenta el gen regulador
{ pX ) de HTLV-III el cual incrementa la actividad de algunas linfocinas
(R-IL2) que estan involucradas en la regulacion de la proliferacion linfocitica

conduciendo a un proceso leucemogénico (51) .
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BLYV es un virus exdgeno, ya que estudios de hibridacién han demostrado que
las secuencias de DNA viral son encontradas en tejido tumoral y no han

sido detectadas en DNA de bovinos normales (9,24).

EXPRESION DE GENES VIRALES

Los estudios de hibridacion molecular fracasan para detectar el RNA viral de
los linfocitos infectados antes de ser cultivados por lo tanto el virus no es
expresado en niveles detectables “in vivo” (50). Sin embargo se han
encontrado anticuerpos en niveles razonables en circulacion. En infecciones
persistentes el virus es recuperado de células mononucleares sanguineas
periféricas después de que han sido cultivadas en un periodo corto en
presencia de ciertos mitégenos ( fitochemaglutinina, concanavalina A o

lipopolisacaridos ) que estimulan la produccion del virion {(4,26).

Las proteinas y particulas virales han sido detectadas de 3 a 6 horas después de
iniciado el cultivo celular pero su maxima expresion se obticne de 24 a 48
horas después. Se ha observado un nimero muy bajo de células que actuan
como centro infeccioso de 1:1X10° durante la latencia y en cultivo la
produccidn de linfocitos infectados incrementa de 1:2000. El suero es uno de
los principales inductores de la transcripcion ademas de ciertos activadores
policlonales de las células de la respuesta inmune no solamente
incrementando el numero de células que contiene transcritos sino también

los transcritos virales en cada una de las células (26).



Por la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa en productos de la
transcriptasa inversa ( RT-PCR ) se han observado patrones diferentes de
transcripcion en BLV en cada uno de los estados de la enfermedad
(21,38). El RNA mensajero completo y el gen env son encontrados en
animales aleucémicos y disminuyen en animales LP mientras que ¢] RNA
del gen TAX/PX se encuentra en altos niveles en los tres estados de la
enfermedad por lo que estos resultados sugieren que “in vivo” el genoma
de BLV no es reprimido completamente o permanentemente en la
transcripcion de sus genes estructurales (21). Gupta et al encontraron un
factor proteico, no inmunoglobulina ni interferén de 150 Kd denominado
“factor del plasma que bloquea a BLV”, que bloguea los niveles de
transcripcion en BLV y estd presente Uinicamente en plasma y no en suero
de animales seropositivos (15,16), es altamente especifico ya que se ha
observado que no inhibe la expresion de otros virus que causan leucemias
como el virus de la leucemia felina v el virus de la leucemia murina de
Rausher, este factor ha sido detectado en la mayoria de los animales
positives pero no en los animales seronegativos y no protege contra otros
virus bovinos (16). En linfocitos de bovino infectados con BLV cultivados
con 100% de plasma autdlogo se reprimid la sintesis de la proteina de
core “p25” de BLV que es utilizada como indicador de la transcripcion
por producirse 10 veces mas que las otras proteinas virales, el bloqueo de la
expresion del RNA viral ha sido demostrado por las pruebas de hibridacion
molecular especificamente “Dot Blot” (20,21). Sin embargo los mejores
resultados son observados cuando se usan concentraciones de 20 a 40 % de

plasma en medio esencial minimo ( MEM ) suplementado con 5 a 10 % de
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suero fetal bovino (SFB), centrfugaciones altas han permitido eliminar [a
posibilidad de que la variabilidad de la actividad bloqueadora fuera una
consecuencia de los factores liberados por plaquetas. Recientemente se ha
encontrado al factor bloqueador de la expresion en fluido linfatico el cual es
libre de plaquetas y su actividad bloqueadora es dependiente de la dosis con

una maxima actividad entre 30 a 40 % (57).

Ademas del factor bloqueador en el plasma y fluido linfatico de animales
infectados se ha encontrado un factor estimulador de la expresion de BLV el
cual precipita con sulfato de amonio al 50 %, tienc la capacidad de unirse a la
proteina G y a las resinas anionicas y eluye como una molécula de 160 Kd
con una movilidad electroforética semejante a las IgG (57). Se ha observado
que la Ig(G del ganado seronegativo estimula débilmente la expresion del
virus , sin embargo con IgG de ganado seropositivo en bajas concentraciones
se presenta mucho mayor expresion viral. Se piensa que el factor estimulador
de la expresion es una molécula de IgG con actividad anti-BLV, los
mecanismos de interaccion con el antigeno viral para estimular su expresion
aun no han sido determinados (58). El plasma de humanos infectados con
HTLV-I/11 inhibe fuertemente la expresién de BLV sin embargo la fraccidn
de IgG de plasma de estos pacientes no estimula la expresion de BLV (57).
En un estudio realizado con pacientes infectados con HIV en donde se
utilizaron bajas concentraciones de IgG se observd un Incremento en la
replicacion viral, aunque este efecto es atribuido por incrementar la
penetracion del virus, la posibilidad de que estimule la expresién viral no ha

sido descartada (52,31).
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Se han realizado estudios con retrovirus humanos y se ha encontrado que el
plasma de pacientes infectados con HTLV-I tiene la capacidad de inhibir la

expresion del virus en cultivos de linfocitos naturalmente infectados (55,57).

Factores similares al factor bloqueador del plasma de bovinos infectados con
BLV pueden ser los responsables de mantener un estado latente de HTLV-1 y
de otros retrovirus “ in vivo “. En experimentos preliminares se demostrd que
¢l plasma de pacientes infectados con HTLV-I inhibe la expresién “in vitro”

del antigeno pl9 asociado a HTLV-I (18).
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HIPOTESIS

Los factores del plasma y suero autélogos de animales seropositivos a BLV
pueden ejercer un efecto de inhibicidn y/o induccién en los niveles de
expresion de los genes constitutivos ( POL, ENV Y GAG ) y de regulacién

( pX ) del virus de la leucosis bovina en células infectadas.
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OBJETIVOS

l.- Observar el efecto de los factores del plasma y suero autdlogos de
animales seropositivos a BLV sobre la transcripcion de los genes
constitutivos ( POL, ENV, GAG ) y de regulaciéon { pX ) en células

mononucleares infectadas y en la linea celular FLK-BLV.

2.- Observar el efecto de los factores del plasma y suero autdlogos de
animales seropositivos a BLV sobre la produccion de proteinas estructurales

del virus en células mononucleares infectadas y en la linea celular FLK-BLV.
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ORIGEN DE LOS REACTIVOS
SIGMA CHEMICAL COMPANY.- Agarosa, acido etilen-diamino-tetra-

acético, azul de coomassie, acrilamida, albumina de huevo, alfa-D-
manosidasa, bicarbonato de sodio, bromuro de etidio, clorure de sodio,
conjugado anti-IgG de bovino-peroxidasa, diaminobenzidina,
dimetilsulfoxido, dietilpirocarbonato, duodecil-sulfato de sodio, fenol-folin-
ciocalteu, fenol, ficoll-histopaque, glicina, lactoalbimina, medio esencial
mintmo, N-P-Nitrofenil fosfatasa alcalina, NP-40, penicilina, persulfato de
amonio, proteinasa K, rojo ponceau, RPMI-1640, sulfato de estreptomicina,

sulfato de amonio, tris-HCl, tween-20, , UREA.

LABORATORIOS PISA, S.A. DE C.V..-Heparina sédica.

PRODUCTOS QUIMICOS MONTERREY, S.A..- Acido acético, Acido
clorhidrico, cloroformo, etanol, formaldheido, isopropanol, peroxido de
hidrogeno, metanol.

FARMACIA .- Proteina A sefarosa, silica proteina A, sefarosa Con A.

BIOEXPORT.- Suero fetal bovino.

GIBCO BRL LIFE TECHNOLOGIES.- Ditriotreitol, dNTP,
MgCl, oligo(dt), RNAsin, soluctén amortiguadora para

transcriptasa reversa, tf1-DNA-polimerasa.
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MATERIAL BIOLOGICO

Las muestras sanguineas de los animales fueron obtenidas de un hato de alta
seroprevalencia al virus de la leucosis bovina ( BLV ) perteneciente al Campo

Experimental Canada, Escobedo, N.L. (59).
La linca celular FLK-BLV fue gentilmente donada por el Dr. M.J. Van der

Maaten del Laboratorio Nacional de Enfermedad Animal, del Departamento

de Agricultura de Ames, Iowa, Estados Unidos.
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METODOS
I.- TOMA DE MUESTRA

1.- Obtencion de suero.- Se sangraron 10 animales de un hato con alta
seroprevalencia al virus de la leucosis bovina ( BLV ) de la vena caudal
( 10 ml), se centrifugé a 1,200 rpm, el suero fue separado y almacenadoa -

20°C.

2.- Obtencion de plasma.- Se sangraron los 10 animales del hato de la vena
caudal, se utilizaron tubos vacutainer de 18X100 que contenian heparina
sodica, se centrifugaron los tubos a 1,200 rpm, el plasma fue colectado y
centrifugado a 5000 rpm por 10 minutos para eliminar plaquetas,

posteriormente fue almacenado a -20 ° C hasta el momento de su uso.

3.- Obtencion de células mononuclares con el método descrito por
Boyiim-1968 .- Para la obtencion de CM se sangraron los 2 animales
seleccionados del hato por la vena caudal, se utilizaron tubos vacutainer de
18X100 que contenian heparina sodica, se centrifugaron los tubos a 1,200
rpm, se tomo la capa leucocitaria ( aproximadamente 4 ml ) y se transfirid
cuidadosamente sobre una capa de 6 ml de FICOLL- HISTOPAQUE- 1077
( SIGMA DIAGNOSTIC ) contenidos en tubos de ensaye de 18X100, se
centrifugd a 3000 RPM por 30 minutos. Posteriormente se tomo la fase de

CM y se cultivaron en medio RPMI-1640.
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II.- SEROLOGIA

1.- Inmunodifusion. Con modificaciones al método descrito por J. Miller
y M.J. Vander Maaten 1977 (32).

- Se prepararon cajas de 85 mm de diametro con 8.5 ml de agarosa al 0.8 %
en solucion amortiguadora de tris HCl S0 mM pH 7.2 con 8.5 % de NaCl
( Cloruro de sodio ), se hicieron pozos con un patrén de distribucién que
consistié en 1 pozo central y 6 periféricos cada uno con un diametro de 7
mm y 2 mm de distancia entre uno y otro con una profundidad de
aproximadamente 5 mm.

- En el pozo central se colocaron 30 pul de antigeno { Gp-51 ) y en los pozos
numerados 1, 2,3 y 4 se colocaron 30 pl del suero problema mientras que en
los pozos 5 y 6 se colocaron la misma cantidad de los sueros controles.

- Las cajas fueron incubadas a temperatura ambiente en una cdmara hiimeda
con 0.1% de formaldehido.

- Las lecturas se realizaron a las 24 y 48 hr después de colocar las muestras.
*Para incrementar la sensibilidad de la prueba las bandas de precipitacién fueron tefiidas

con azul de coomassie.

- Las cajas se lavaron con solucion salina al 9 % durante toda la noche a 4° C,
posteriormente con agua bidestilada durante 2 hr y se secaron en papel filtro
por 3 hr a 40°C.

- La membrana de agar previamente deshidratada fue tefiida con una solucidon
de azul de coomassie a una concentracion de 2 mg/ml durante 20 minutos, el
exceso de colorante fue removido con una solucidn de acido acético, metanol

y agua en relacion de 1:1:8.
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FIGURA 4 .- Patron de pozos en la inmunodifusion en agar gel. En el centro se coloca el

antigeno y en la periferia los sueros problemas intercalados por suero control
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2.- Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima { ELISA ). Segiin método

descrito por J. Ban - 1990 (1).

a).- Sensibilizacion.- Se agregaron 100 ul de [a suspensién de proteinas
( 10ug/ml ) a cada pozo de las microplacas de ELISA ( Becton Dickinson
Labware) y se dejé adsorber toda la noche a temperatura ambiente, después

de este tiempo se eliminé el sobrenadante.

b).- Bloqueo.- Se agregd a cada pozo 110ul de la solucion bloqueadora
( Tris-HC1 +0.15% de Tween-20 a pH 7.2 ), se incubd a temperatura ambiente
durante 1 hora, después las placas se lavaron 2 veces con solucién de lavado
( Tris-HCI+ 0.05% de Tween-20 ) y se sacudieron para eliminar el exceso de
solucién de lavado, se cubrieron con plastico parafilm, se etiquetaron y se

almacenaron a 4°C, se usaron en un periodo no mayor a 2 meses.

¢).- Deteccion de anticuerpos.- Para la determinacion de anticuerpos contra
BLYV en el suero del animal, cada muestra se diluyé 1:10 en solucion de
dilucion. (Tris-HCI. 0.15% de tween-20, 0.5% de albamina de huevo, pH
7.5). Se colocaron 50 pl por pozo por duplicado, se incubaron durante 2 hr a
temperatura ambiente, después cada pozo se lavo 4 veces con solucion de
lavado, se adiciond un conjugado anti-IgG bovino marcado con fosfatasa
alcalina a una dilucion de 1:20,000 en solucion de lavado, se agregaron 100
ul por pozo, se incub6 1 hr a temperatura ambiente, después se retird el

conjugado vy se lavo 4 veces, después de la tltima lavada se le agregod a cada
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pozo una solucion recién preparada de sustrato de NNP ( 5 mg/5ml de
solucion de diethanolamina-HClI 0.1 M pH 98 + 1| mM de
MgCl, ). Las placas se leyeron en un microlector de ELISA a un longitud de

onda de 405 nm.

3.- Inmunoelectrotransferencia.

a).- Electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS. Método descrito por
Laemmli-1970 (25).

Se desnaturalizd la proteina total en solucién de muestra a ebullicion por 2
minutos, se colocaron 80 pg de proteina por pozo en un gel de acrilamida al
12%, se uso para el corrimiento una solucion balanceada de glicina, la
muestra se corrid a 100 V (volts ) constantes durante 5 horas.

b).- Transferencia en membrana de nitrocelulosa ¢ Inmunodetecciéon.
Método descrito por Johonson- 1988 (22 ).

Se utilizd un bastidor y sus componentes para transferir las proteinas, se
formd un “sandwisch” cuyo orden de los componentes en direccidn de polo
positivo a negativo fue el sigutente: un panel de fibra, papel filtro, el gel de
poliacrilamida, la membrana de nitrocelulosa ( MN ), papel filtro y el otro
panel de fibra, posteriormente el bastidor se colocé en una cdmara de
transferencia (BIO-RAD) con solucidn balanceada de glicina-metanol, el
ttempo de corrimiento fue de 12 hr a 200 mA constantes. Posteriormente la
membrana de nitrocelulosa fue tefiida con colorante rojo ponceau durante 5
minutos para visualizar las bandas de proteinas y se lavd con agua bidestilada
para eliminar el colorante. Posteriormente la MN fue bloqueada con 10 ml

de solucion de TBS-TWEEN 2.5% durante 10 minutos, se retird la solucion y
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se agrego el suero problema diluido 1:100. Se incub6 a temperatura ambiente
durante 2 horas. Se lavo la MN por 10 minutos, 2 veces con TBS-tween
0.05% y una vez con TBS, posteriormente se incubd por una hr con 5 ml de
conjugado IgG antibovino marcado con peroxidasa en una dilucion de
1: 5000 en TBS, Se lavdé la MN por 10 minutos, 2 veces con TBS-tween
0.05% y una vez con TBS, se afiadié como susirato diaminobenzidina
0.05%, posteriormente se agrego 80 pl de H,O, por cada 40 ml de solucidn
de sustrato, se agitd hasta que se observaran las bandas en un tiempo
aproximado de 10 minutos, se adicioné acido clorhidrico para detener la

reaccion, finalmente se lavd dos veces con agua bidestilada.

I11.- PURIFICACION DE IgG BOVINA

Se mezclaron los sueros de los animales seropositivos por IDAG vy la
IgG fue purificada por precipitacion de gamaglobulinas con un volumen
de sulfato de amonio ({NH, }, SO,) saturado, esta precipitacién se
realizé 3 veces, posteriormente el paquete fue resuspendido en un
décimo del volumen original con PBS y dializado por 24 horas contra
soluciéon de boratos (para eliminar sulfato). La IgG se purificé en una
columna silica con proteina A sefarosa la cual fue lavada con solucidon
A ( ver apéndice A ) para eliminar proteinas inespecificas. Se cuantifico
la elucion obtenida con el método de microlowry v se guardd en
congelacion hasta el momento de su uso. Se obtuve una concentracion de
10.4 mg/ml por corrimiento en las alicuotas Ne. 4 y 5 de 2 ml cada una como

se muestra en la figura 5., con un flujo constante de 12 ml/hr.
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IV.- CULTIVO DE CELULAS MONONUCLEARES. Segun el método
deserito por la Dra, Janice M. Miller-1988 (33)

El anillo de CM se obtuvo por aspiracion con una pipeta pasteur, se lavo por
centrifugacion a 1500 RPM con 5 ml de medio RPMI-1640 sin suero, el
paquete celular se resuspendid en 5 ml de medio RPMI-1640
suplementado con 10 % de SFB, 100U/ml de penicilina y 100 pg/ml! de
estreptomocina, posteriormente las CM fueron incubadas con diferentes

tratamientos.

Figura 6. CELULAS MONONUCLEARES DE UN ANIMAL INFECTADO CON BLV.- Son

observadas en microscopio invertide ZEIZZ, West Germany a vn aumento de F16/0.25
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V.- CULTIVO DE CELULAS FLK-BLV. Segiln el método descrito por
la Dra. Janice M. Miller- 1988. (33).

a).- Propagacion.

Se descongelo { Nitrégeno liquido -196 °C ) un criotubo con la linea celular
FLK-BLV ( células de rifion de ternera fetal infectada con BLV ) a bafio
maria a 37°C y se sembraron en MEMC ( medio esencial minimo de
crecimiento ) suplementado con 8% de SFB ( suero fetal bovino ), 100 U/mi
de penicilina y 100 pg/ml de estreptomicina, 2% de bicarbonato de sodio y
0.25% de lactoalbumina, usando frascos de cultivo de 25 cm® , se Incubaron a
37°C en una atmosfera de 95% de aire y 5% de CO,, se realizaron subcultivos
en una relacidén de 1:5 semanalmente usando 1 ml de EDTA ( acido etilen-
diaminotetracético ) al 0.05% para la disgregacion de la monocapa celular, se
incubaron 2 minutos, posteriormente se elimind el EDTA y se golped en un
costado del frasco, se disgregaron las células por pipeteo con 5 ml de MEMC
y se centrifugaron a 1500 RPM por 5 minutos, finalmente las células fueron
resuspendidas en 5 m! de MEMC y distribuidas 1 m! de la suspension celular

por cada caja.

b).- Conservacion.

Para la conservacidn de la linea celular FLK-BLYV, se disgregd la monocapa
de células usando EDTA al 0.05 %, posteriormente se centrifugd la
suspension celular { para eliminar el EDTA ) a 1500 RPM por 10 minutos, se
desheché el sobrenadante y el paquete celular se resuspendid en MEMF

{ medio esencial minimo para congelacion suplementado con 20% de SFB y
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10% de dimetilsulféxido ), posteriormente se realizd la distribucion de las
células (2)(106 células/ml) en criotubos los cuales fueron almacenados a
-20°C durante 4 horas, posteriormente en CO, sélido ( -70°C ) durante 4
horas y finalmente en nitrégeno liquido ( -196°C ).

Nota: todo se trabajé en frio.

FIGURA 7.- CELULAS FLK-BLV.- Muestran 90% de confluencia celular, son observadas en microscopio

invertido ZE17.Z West Germany a un aumento de F10/0.25
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VI.- PRODUCCION Y PURIFICACION DE ANTIGENO Gp-51 . Segan
el método descrito por la Dra. Janice M. Miller y ML.J. Van der Maaten-
1977 (32).

A cajas con 90% de confluencia celular se les retiré el MEMC y se restituyo
por MEMM ( medio esencial minimo de mantenimiento suplementado con
5% de SFB ), se colect6 el medio 3 a 4 dias después { la colecta del medio se
realizo repetidas veces hasta obtener aproximadamente 2 litros ) y se precipito
con sulfato de amonio, ¢l precipitado se disolvié con PBS con una décima
parte del volumen original del sobrenadante y se pasé a través de una
columna conteniendo sepharosa-ConA. Los lavados se realizaron con PBS y
se eluyd con una soluciéon de alfa-D-manosidasa al 0.1 M. La solucidn
obtenida de la elucién ( conteniendo las glicoproteinas) fue utilizada para la

pruebas de inmunodifusidn en agar gel y ELISA.

VIIL.- EXTRACCION Y CUANTIFICACION DE PROTEINAS

A.- Método de deoxicolato de sodio.

Las células FLK-BLV y/o CM de sangre periférica se lavaron con PBS 1X
( solucién balanceada de fosfatos ), el paquete se pasé a un tubo eppendorf y
se le adiciond 200 ul de solucion de lisis ( 20 mM de tris HC1 pH 7.5, 1| mM
de EDTA, 80 mM de NaCl, 1% DE NP40 y 0.2 % de deoxicolato de sodio), el
extracto celular se sometid6 a 3 ciclos de congelacién-descongelacion,
posteriormente se centrifugd a 14,000 RPM durante 2 minutos y el paquete
obtenido se resuspendié en 100 pl de PBS, la concentracidn de protefna fue

determinada por el micrométodo de lowry.



B.- Método de TRIZOL. Segun método descrito por Chomeczynski-1993
(5).

Las células FLK-BLV y/o las CM de sangre periférica fueron lisados con 1
ml de trizol (Gibco BRL., Gaithersburg, M.D. ) e incubados por 5 minutos a
temperatura ambiente, en un tubo eppendorf, posteriormente se adicioné 200
ul de cloroformo y se agité vigorosamente por 13 segundos, se incubd por 2
6 3 minutos y se centriiugé a 12,000 RPM por 5 minutos a 4°C. Después de
la centrifugacidn la mezcla se separd en una fase inferior roja que es la fase
organica ( fenol cloroformo ), en una interfase y en una fase superior acuosa.
Se tomd la fase inferior roja y se adicioné 1 ml de isopropanol, se centrifugé a
12,000 RPM por 5 minutos, se retird el sobrenadante. Se adiciond 200 ul de
SDS 0.1% a la pastilla, se disolvid, se dializo por 24 horas contra SDS 0.1% y
posteriormente otras 24 horas contra SDS 1%. La concentracion de proteina

fue determinada con el micrométodo de lowry.
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C.- Cuantificacién de proteinas por el micrométodo de LOWRY- 1951
(28).

1.- Preparacion de la curva estandar.- Se preparé una solucion stock de

proteina con albumina de huevo ( lmg/ml ).

Tabla 1.- Curva del estandar

TUBO | STOCK AGUA CONCENTRACION (Mg/ml) |
\ 0.0 200.0 0.000
2 12.5 187.5 0.025
3 25.0 175.0 0.125
4 50.0 150.0 0.250
5 75.0 125.0 0.375
6 100.0 100.0 0.500

2.- Preparacion de 1a muestra.- Se realizaron diluciones seriadas de 10 pl de
la suspension de proteinas. En una placa de 96 pozos se colocaron 100
ul/pozo de la dilucién de proteinas virales de las células FLK-BLV y de
linfocitos infectados ( todas las muestras se colocaron por duplicado ). Se
agregaron 25 pl de solucion de tartrato de cobre 5X (ver apéndice), la placa se
incubd por 10 minutos a temperatura ambiente. Se agregaron 10 ul de la
solucién de Folin, posteriormente se incubd por 20 minutos a temperatura

ambiente y finalmente se realizd la lectura a 630 nm.
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VIIL.- PRUEBAS MOLECULARES

1.- Extraccion de DNA. Segin método descrito por Curtis A. Hanson &
John H. Kersey-1988 (7).

Las células mononucleares no cultivadas ( 5X10° células ) previamente
centrifugadas para eliminar el medio de cultivo PBS 1X fueron colocados en
un microtubo de 1.5 ml que contenia 500 ul de solucion de lisis ( 10 mM de
tris-HCl pH 8, 10 mM de NaCl y 10 mM de EDTA ), 10 pl de proteinasa K,
50 pl de SDS al 20% y 50 ul de EDTA 500 mM, el microtubo fue
incubado toda la noche a 55°C, posteriormente se realizo la extraccion de
IDNA con fenol saturado, se adicioné 500 pl de fenol saturado y se agito
suavemente, se cenfrifugé 4 minutos a 12000 RPM y la solucidén acuosa
fue removida lentamente para evitar contaminacién con proteinas
precipitadas y se deposito en otro microtubo, este procedimiento se repitié
dos veces, a la fase acuosa se le adiciond 2.5 volimenes de etanol frio
(-20° C )y se incubd toda la noche a -20°C, posteriormente se centrifugo
a 12000 RPM por 15 minutos. El sobrenadante fue eliminado y la
pastilla se secd a temperatura ambiente, posteriormente se resuspendio con
solucidn balanceada de Tris-EDTA. Para observar la integridad del DNA se
corrid en un gel de 0.8 % de agarosa a 70 V constantes y la concentracion se

determiné por absorcion a 260 nm.y se ajusté a 250 ng/pl. Figura 8.
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FIGURA 8.- PATRON ELECTROFORETICO DEL DNA DE 5 ANIMALES PROBADOS. La electroforesis se
realizé en un gel de agarosa 0.8%, de la linea 1-5 se observa la banda caracteristica del DNA de células
mononucleares de los animales Nos. 1, 2, 3, 4 y 5 respectivamente,

2.- Reaccion en cadena de la polimerasa . ( Deteccion del provirus ). Método
descrito por ML.P. Murtaugh y colaboradores- 1991 (38).

La reaccion se realizo con 0.5 pg de DNA, 0.2 mM de cada dNTP, 1.5mM de
MgCly, 100 ng de cada primer ( ver tabla No. 2 ), 10 mM de tris HCI, y 1 pl de tac
DNA polimerasa (1U/ul ), las condiciones para la reaccidn estandar consistieron de
94°C/ 1 min., 50°C/ 0.5 min. y 72°C/ 0.30 min. por 30 ciclos. Los productos se
analizaron en un gel de 20 % de poliacrilamida y 8 M de urea y se visualizaron

con luz ultravioleta después de ser tefitdo con bromuro de etidio.
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3.- Extraccion de RNA por el método de TRIZOL. Segin método descrito
por Chomeczyunski-1993 ( 5),

Las células FLK-BLV y las CM de sangre periférica ( 5X10° células ) fueron
lisadas con 1 ml de trizol (TRI REAGENT ™} e incubados por 5 minutos a
temperatura ambiente, posteriormente se le adicionaron 200 ul de cloroformo v se
agitaron vigorosamente por 15 segundos, la mezela se incubd por 2 6 3 minutos
y se centrifugd a 12,000 g por 5 minutos a 4 ° C. Después de la centrifugacion la
mezcla se separé en una fase inferior roja que es la fase organica { fenol
cloroformo ), en una interfase y en una fase superior acuosa. Se tomo la fase
acuosa en la cual se encuentra el RNA y se precipité en un microtubo con 0.5 ml
de isopropanol y se incubd a temperatura ambiente por 5 ¢ 10 minutos, se
centrifugd a 12,000 g por 10 minutos a 4 °C. Se lavo el paquete de RNA con
etanol al 70 %. Para la solubilizacién del RNA se removié el etanol al 70% y se
disolvio el paquete con agua tratada con DEPC ( Dietilpirocarbonato ), se incubo
por 10 ¢ 15 minutos a 55-60° C. Posteriormente se procedid a la sintesis del

cDNA.



4.- Reaccion en cadena de la polimerasa con productos de la transcriptasa
reversa. ( Deteccion de productos de expresion ). Método descrite por MLP.
Murtaugh y colaboradores- 1991 (38).

Para la sintesis de cDNA se adiciond en un microtubo un volumen correspondiente
a5 ug de RNA, 5 plde solucidon amortiguadora RT ( Transcriptasa Reversa ), 1
pl de DTT ( Dithiotreitol ) 10 mM, 1 pl de inhibidor de Rnasas ( RNAsin ), 4 pl
de ANTP 10 mM (quedando al final con una concentracion de 0.2 mM), 1 pl de
oligo (dT) (12-18- 0.5 mg/ml ) para genes constitutivos y para genes de regulacion
se utilizé 1 pl (5 nanomoles ) de random hexamero (50 uM), posteriormente se
adiciond 1 pl de Superscript RT ( Transcriptasa Reversa 1 U/ul ), 3 pl de MgCl,
25 mM y se aford con agua tratada con DEPC al 0.5 % a un volumen final de 30
ul. Esta mezcla se incubé a 37° C por 1 hora y media y a 90°C por 10 minutos,

posteriormente se realizo PCR de los genes constitutivos y de regulacién de BLV.

a) Genes constitutivos

La reaccidn se realizd usando 0.5 pg de DNAc, se adiciond el volumen
necesario para esta concenfracion de DNA, posteriormente se adiciond 9 ul
de dNTP ( quedando al final con una concentracion de 0.2 mM ), 1.5 pl de
MgCl, 25 mM, 2 pl (50 ng/pl) de “primer” sentido y antisentido ( ver tabla
No. 2 ), 5 ul de solucion de Tris HCl 20X, 1 pul de tac DNA polimerasa

(1U/ul ) y se aford con agua purificada estéril a un volumen de 25 pl.
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b) Genes reguladores { Regiéon pX ).- Método descrito por L. Hass y
colaboradores- 1992 (17).

Se adicioné en un microtubo el volumen correspondiente para 0.5 ug de
cDNA, posteriormente se adiciono 5 pl de solucion de Tris-HCI 10 X, 1 pl de
cada INTP 10 mM (quedando al final con una concentraciéon de 0.2 mM ),
1.5 pul de MgCl, 25 mM, 0.5 pl de tac DNA polimerasa ( 1 U/ul ), 2 pl de
“primer” sentido y antisentido { 0.5 pM ) ( “primer” para el gen pX ver tabla
No. 2 ), posteriormente se aford con agua purificada estéril a un volumen de
50 pl. *Los productos se analizaron en un gel de acrilamida al 6% y se visualizé con Iuz

ultravioleta después de ser tefiido con bromuro de etidio.

Para analizar la expresién de los productos de RT-PCR de acuerdo a la
intensidad de las bandas se realizaron las lecturas de los electroforetogramas
en un densitbmetro marca Beckman (APPRAISE - JUNIOR-
DENSITOMETER ).

Tabla 2.- Caracteristicas y secuencia de los “primers” usados en la
amplificacion de los genes constitutivos v de regulacion del virus de la

leucosis bovina.

NOMBRE | TAMANO SECUENCIA % GIC

POL SENTIDO-22 GTG TCC TAT ATG GAC GAT ATCC 45
ANTISENTIDO- 21 AGT CTG CAG GTA TTG GCA TCC 52

ENV SENTIDO-20 GTC TCC CAG ATA CACCTT GG 55
ANTISENTIDO-20 GAA GGT TCC CAA CAT ATA GC 45

GAG SENTIDO- 20 CTG ACC TAG AAC AACTTTGC 435
ANTISENTIDO-21 GAC GAG TAG GGA GATTTT TCC 47

PX SENTIDO-20 CAA AACAATCGTCGG TGG CT 50
ANTISENTIDO-20 GAT GGT GAC ATC ATTGGA CA 45
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RESULTADOS

L.- SELECCION DE LOS ANIMALES

Se trabajo con un hato lechero de la zona metropolitana de Monterrey, N.L
con una prevalencia del 60% al BLV. Se sometieron 10 animales a las
pruebas de IDAG, ELISA |, IET y PCR. Se seleccionaron las vacas No. 8 y
No. 9 que resultaron positivas a todas las pruebas diagnésticas (Tabla No. 3).
El resto de los animales no fueron seleccionados debido a que no presentaron
reactividad a todas las pruebas y/o a que fueron dadas de baja del hato por
baja produccion lactea y problemas reproductivos. Se selecciond la vaca No.

10 como control negativo la cual resultd negativa a todas las pruebas.

DETECCION DE ANTICUERPOS ESPECIFICOS CONTRA BLV

Con el objeto de observar la presencia de anticuerpos anti-BLV se realizaron
2 inmunodifusiones consecutivas con un intervalo de 6 meses a cada uno de
los 10 animales dado que puede haber variacién en el tipo de anticuerpo
producido con respecto al estadio de la enfermedad. Se observo que en la
primera IDAG solo 7 de los animales fueron seropositivos y 3 seronegativos.
Posteriormente en la segunda IDAG aumentd el niimero de seropositivos de 7
a 9y uno resultd seronegativo ( Tabla No. 3 ). Sin embrago los dos Gltimos
“animales seroconvertidos presentaron reactividad débilmente positiva a la
IDAG. Por otro lado los animales que resultaron seronegativos a la primera
IDAG ( vacas Nos. 4 y 6 ) presentaron reactividad a la Gp51 con el método
de extraccién de Deoxicolato de sodio, mientras que por el método de

extraccion con trizol ambos animales presentaron reactividad a todas las
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proteinas virales como se muesira en la figura @, sin embargo estos dos
antmales fueron negativos por el método de ELISA. Se tomé en
consideracion el método de Trizol para realizar la extraccidn de proteinas de
las células FLK-BLYV y células mononucleares para determinar su expresion

“in vitro “ con los tratamientos.

Gp51 _,
Gp30
p24 =
P15 »
pl2 &

FIGURA 9.- INMUNOELECTROTRANSFERENCIA  PARA DETECCION DE ANTICUERPOS
CONTRA BLV DE LOS ANIMALES SEROPOSITIVOS POR IDAG. En la tira A las proteinas fueron
extraidas a partir de la linea celular FLK-BLV por el método de trizol. En las tiras de nitrocelulosa 1, 2, la

extraceion se realizé por el método de dioxicolato de sodio. Tira A y 1.- Reactividad de la vaca No. 4. Tira

2.-vacaNo. 6.
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1I.- DETECCION DEL PROVIRUS EN EL DNA DE CM DE
ANIMALES SEROPQOSITIVOS A BLV

La deteccion del provirus se realizé con la prueba de PCR, una vez que se
estandarizaron las condiciones utilizando las células FLK-BLYV, se prob¢ la
concentracion de 3 mM de MgCl, debido a que en las reacciones donde se uséd
la recomendada por la casa comercial (EPICENTRE TECHNOLOGIES)
1.5mM no se observo amplificacion del gen POL (carril No. 1)y la
amplificacion del gen ENV ( carril No. 2 ) fue casi inapreciable, inicamente
en el carril No. 3 se observé amplificacion del gen GAG. Se utilizé la
concentracion 3.0 mM y se observo amplificacién de todos los genes virales

como se abserva en la figura No.10 (carriles 4,5y 6 ).
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FIGURA 10.- PRUEBA DE ©PCR PARA LA DETECCION DE GENES DE BLV CON DOS
CONCENTRACIONES DE MgCl,, Los carriles 1, 2 ¥ 3 muestran los genes POL, ENV y GAG que fueron
amplificados en presencia de 1.5 mM de MgCl,. Los carriles 4, 5 y 6 muestran 1os mismos genes pero

amplificados con 3.0 mM de MgCl,.
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El PCR fue determinante para la seleccion de los animales a probar. Una vez
estandarizadas las condiciones los 10 animales se sometieron a la prueba de
PCR para detectar la presencia del gen GAG, se utilizd la concentracion de 3
mM de MgCl,, todos los animales seropositivos presentaron amplificacion
excepto el No. 5 ( Tabla No. 3 ) y la muestra seronegativa ( vaca No. 10 ) no

presentd amplificacidn tal como se muestra en la figura No. 11, tabla No. 3.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

310
271-281
234

or «— Gag_226 pb

118

FIGURA 11.- PCR PARA EL GEN GAG DE BLV DE LOS ANIMALES PROBADOS POR SEROLOGIA.
M: Marcador de peso molecular X174. Cairiles del 1-9.- Animales seropositivos a BLV. Carril 10.- Animal

seronegativo a BLV.
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La tabla No. 3 presenta los resultados de las diferentes pruebas seroldgicas y
de la prueba de PCR que fueron considerados para la seleccion de los

animales.

TABILA 3.- Reactividad a las pruebas seroldgicas para la seleccion de los

animales.

* yacas seleccionadas para el estudio

¢ vacas positivas a todas las pruebas pero que fueron dadas de baja del hato.
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IIL- EFECTO DE FACTORES DE PLASMA Y SUERO AUTOLOGOS
E IgG EN LA TRANSCRIPCION Y TRADUCCION PE LOS GENES
CONSTITUTIVOS Y DE LA REGION pX DE BLV EN CELULAS
FLK-BLYV.

Se cultivaron 1X10° células/ml en frascos de 25 c¢m® con medio MEMC
suplementado con 8% de SFB, una vez que el cultivo alcanzé 90% de
confluencia celular ( aproximadamente 4X10° células )} se sometid por 24
horas a diferentes tratamientos: 20% de plasma autdlogo; 20% de suero
autdlogo; 150 pg/ml de IgG de animales positivos a BLV y 20% de SFB

como control.

1.- INMUNODETECCION DE PROTEINAS VIRALES.

La prueba de IET fue utilizada para observar la expresion de las proteinas
virales producidas en células FLK-BLV cultivadas con diferentes
tratamientos. En la figura 12A se muestra la IET de las c¢élulas tratadas con
suero fetal bovino ( 1), suero autdlogo ( 2 ) v plasma { 3 ), se observa un
perfil amplio de proteinas reactivas a anticuerpos contra BLV (obtenidas a
partir de una vaca fuertemente positiva), en el tratamiento 2 se observa una
concentracién mayor de Gp51 con respecto al tratamiento 1 ( control ),
mientras que en las células tratadas con plasma se observa un nitmero menor
de proteinas reactivas con una intensidad menor ( a excepcion de la p70 y
p45, que son precursores de las proteinas virales pl2, pl5 y p24 ) y la
expresién de la Gp-51 se encuenfra disminuida con respecto a los ofros

tratamientos. En las figuras 12B y 12C se muestra el patrén electroforético de
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las proteinas reactivas a un pool de sueros de vacas pasitivas al virus, en la
tigura 12B con el tratamiento 3 (plasma) se observa una aparente inhibicion
de todas las proteinas virales ( Gp-51, p24, p30, etc. ) excepto en la proteina
p70 en comparacidén con los tratamientos de suero autologo y suero fetal
bovino. Por otro lado en la figura 12C se observa mayor expresion de
proteinas virales en los tratamientos 1 y 2 ( suero autdlogo e IgG
respectivamente ) con respecto al control, mientras que con plasma se observa
franca disminucién en todas las proteinas virales. Las células tratadas con
SA, IgG v SFB presentan el mismo perfil proteico, sin embargo las proteinas

se observan mds intensas en los tratamientos de SA e IgG.
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FIGURA 12.-- Inmunoclectrotransferencia de proteinas virales de células FLK-BLV con suero policional
anti-BLV cultivadas con diferentes tratamientos.

A.- 1..- 20% SFB, 2.- 20% suero ausdlogo, 3,- 20 % plasma autélogo

B.- 1.- 20% suero autélogo, 2.- 20% SFB, 3.-20% plasma autélogo

C.- .- 20% sucro autdlogo, 2.- 150 pg/mi de [5G bovina, 3.- 20% plasma autélogo, 4.- 20% SFB.
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2.- DETECCION DE LOS NIVELES DE EXPRESION DE RNAm DE LOS
GENES CONSTITUTIVOS DE BLV POR RT-PCR.

La expresidon de los genes estructurales y de la polimerasa de BLV fueron
medidos por RT-PCR con oligonucledtidos especificos para regiones de POL,
ENV y GAG ( ver tabla 2 ) en células FLK-BLV tratadas con suero y plasma
autblogos, 1gG y SFB como control, la figura 13 presenta el patron
electroforético de los productos amplificados de los genes POL, ENV y
GAG, en el perfil de densitometria del electroforetograma de la figura 13
( figura No. 15 ) se observa que el producto amplificado del gen GAG se
presenta en mayor intensidad que los productos de los genes POL y ENV
como ha sido reportado siendo este Gltimo el que se expresa en menor
proporcion. La figura 14 presenta un rearreglo de la figura 15 en donde se
observa en forma mds detallada la intensidad de los productos de PCR de los
genes virales. En el gen POL se aprecia una expresion similar en los
tratamientos 1 y 2 { SA y SFB ), sin embargo, con IgG se observa mayor
expresion. En el tratamiento con plasma se observa disminucion con respecto
a los otros tratamientos. El gen ENV muestra en los tratamientos 1,2, y 3 una_
similar expresidn, mientras que se observa menor expresion en el tratamiento
con plasma. Analizando el gen GAG se observa el mismo comportamiento
que para el gen ENV con menor expresidn en plasma que con los otros
tratamientos. Estos resultados reflejan el efecto inhibitorio del plasma en la
expresion de los 3 genes y el efecto estimulatorio de IgG en la expresion de

POL.
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FIGURA 13.- R-T-PCR DE LOS GENES GAG, POL Y ENV DE BLV EN LA LINEA CELULAR FLK-
BLV CULTIVADA CON DIFERENTES TRATAMIENTOS. Lineas 1.- 20% de suero autdlogo. 2.- 20% de
SBF (control ). 3.- 150pug/ml de IgG. 4.- 20% de plasma autélogo.
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POL- 596 pb

ENV- 434 pb

GAG- 226 pb

FIGURA 14.- REARREGLO DETALLADOQ. R-T-PCR DE LOS GENES GAG, POL Y ENV DE BLV EN
LA LINEA CELULAR FLK-BLV CULTIVADA CON DIFERENTES TRATAMIENTOS. Lineas 1.- 20%
de suero autologo. 2.- 20% de SBF (control ). 3.- 150ug/mt de 1gG. 4.- 20% de plasma autélogo.
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Figura 15.- Perfil de densitometria de los electroforetogramas de productos de RT-PCR de los genes

constitutivos de BLV en {a linea celufar FLK-BLV . 1.- 20% suero autdlogo, 2.- 20% suero fetal bovino, 3.-
150 pg/mi de [gG bovina y 4.- 20% piasma autélogo.



3.- DETECCION DE LOS NIVELES DE EXPRESION DEL RNAm DE LA
REGION pX DE BLV POR RT-PCR.

Se analizd el efecto de los tratamientos sobre el nivel de expresion de la
region pX en la linea celular FLK-BLV. La figura 16 muestra el patron
electroforético de los productos amplificados de la region pX donde se
observa que existe una clara disminucién con el tratamiento de plasma
autdlogo ( carril No. 4 ), por otra parte en las células tratadas con suero
autologo ( carril No. 1 ) se observa una banda de mayor intensidad con
respecto a los otros tratamientos lo que nos sugiere un aumento en el nivel de
expresion del gen pX bajo estas condiciones, en el tratamiento con 1gG
( carril No. 3 ) el nivel de intensidad es similar al control ( carril No. 2).
Estos resultados se pueden apreciar con mayor claridad en el perfil de

densitometria del electroforetograma de la figura 16 ( figura 17).



REGION pX.- 245 pb

FIGURA 16.- RT-PCR DE LA REGION pX DE BLV EN CELULAS FLK-BLV CULTIVADAS CON
DIFERENTES TRATAMIENTOS. Linea 1.- 20% de suero autdlogo, 2.- 20% de SFB ( control ), 3.- 150
ug/ml de lgG, 4.- 20% de plasma autélogo, 5.- PCR del DNA de células FLK-BLV.
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Figura No. 17.- Perfil de densitometria de los electroforetogramas de productos de RT-PCR del gen
regulador pX en células FLK-BLV . 1.- 20% suero autélogo, 2.- 20% suero fetal bovino, 3.- 150 pg/ml de

IgG bovina y 4.- 20% plasma autélogo.
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IV.- NIVELES DE EXPRESION DE LOS GENES CONSTITUTIVOS Y
DE REGULACION DE BLV EN CM INFECTADAS CULTIVADAS
CON FACTORES DE PLASMA Y SUERO AUTOLOGO O lIgG

Con el fin de determinar el efecto de los factores de plasma y suero autdlogos
e IgGG sobre la expresidon de los genes constitutivos y de regulacion en CM
infectadas se seleccionaron los animales Nos. 8 y 9 positivos a BLV de los
cuales se obtuvieron CM, suero y plasma. Se cultivaron 4X10° células
mononucleares en cajas de 25 cm’ en medio RPMI-1640 suplementado con
10% de SFB y se sometieron por 24 horas a los siguentes tratamientos : 20%
de plasma autélogo, 20% de suero autdlogo, 150 pg/ml de IgG de animales

positivos a BLV 0 20% de SFB como control.

1.- INMUNODETECCION DE PROTEINAS VIRALES

Con el propdsito de observar la expresién de proteinas estructurales de BLV
de CM en los animales infectados Nos. 8 y 9 cultivados con los tratamientos
descritos se realizo la prueba de IET ( con anticuerpos contra BLV obtenidos
de un pool de sueros de vacas altamente seropositivas al virus ) como se
observa en la figura No.18 y tabla 4, en ambas vacas las células tratadas con
plasma autélogo ( tratamiento No. 4 ) presentan disminucion en la expresion
de Gp-51 y de forma mas evidente de p24 con respecto a los otros
tratamientos. Mientras que las células tratadas con suero autdlogo
(tratamiento N.2) y con IgG ( tratamiento No.3 ) muestran mayor expresion

de Gp-51 con respecto al tratamiento control.
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VACA No. 8 YACA No.9

FIGURA 18.- Inmunoelectrotransferencia de protefnas virales de CM de las vacas Nos. 8 v 9 con suero
policlonal anti-BLV cultivadas con diferentes tratamientos. Linea 1.- 20 % de SFB, 2.- 20% de suero

autdlogo, 3.- 150 pg/ml de 1gG, 4.- 20% de plasma autdlogo.

2.- DETECCION DE LOS NIVELES DE EXPRESION DE RNAm DE LOS
GENES CONSTITUTIVOS DE BLV POR RT-PCR

a).- ANALISIS DE LA VACA No. 8.

Se analizaron los productos amplificados de RNAm virales a partir del
cDNA de las CM de Ia vaca No. 8 cultivadas con los diferentes tratamientos
como se muestra en las figuras 19, 20 y en el perfil de densitometria del
electroforetograma de la figura 19 ( figura No. 21 ) y tabla 4. La intensidad de
las bandas obtenidas nos indica que las CM cultivadas con plasma aut6éiogo
presentan una marcada disminucidn en los niveles de expresion de los 3 genes
constitutivos siendo en el gen POL en donde se observa una inhibicién mas

acentuada, mientras que las CM cultivadas con suero autélogo presentan un
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mayor nivel de expresion de estos genes virales comparado con las CM
cultivadas con los otros tratamientos, por otro lado los genes ENV y GAG de
las CM cultivadas con IgG presentaron un nivel de expresion ligeramente
menor al control siendo el gen ENV el que presenta un nivel menor. Con
respecto al suero autdlogo e IgG la expresion en el gen POL aparentemente

es igual en ambos tratamientos.
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FIGURA 19.- RT-PCR DE LOS GENES GAG, POL Y ENV DE BLV EN CM INFECTADAS DE LA
VACA No. 8§ CULTIVADAS CON DIFERENTES TRATAMIENTOS. Linea 1.- 20% de suero autdlogo, 2.-
20 % de SFB, 3.- 150 pg/ml de [gG. 4.- 20% de plasma autdlogo.
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POL.- 596 pb

ENV - 434 pb

GAG.- 226 pb

FIGURA 20.- REARREGLO DETALLADOQ. RT-PCR BE LOS GENES GAG, POL Y ENV DE BLV EN
CM INFECTADAS DE LA VACA No. 8 CULTIVADAS CON DIFERENTES TRATAMIENTOS. Linea 1.-
20% de suero autdlogo, 2.- 20 % de SFB, 3.- 150 pg/ml de IgG, 4.- 20% de plasma autdlogo.
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Figura 21.- Perfil de densitometria de los electroforetogramas de productos de RT-PCR de los genes
constitutivos de BLV de CM de Ja vaca No.8 . 1.- 20% suero autélogo, 2.- 20% suero fetal bovino, 3.- 150
ng/ml de IgG bovina y 4.- 20% plasma aut6logo.
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b) ANALISIS DE LA VACANo. 9

En este analisis se observé que en la vaca No. 9 no se presenta disminucion
en los productos de RT-PCR de los genes constitutivos con el tratamiento de
plasma autdlogo como se observé en las células FLK-BLV y en las CM de la
vaca No. 8 ( figura No. 22 ). La figura No. 23 presenta un rearreglo de la
figura No. 22 con el objeto de hacer una mejor comparacién de la intensidad
de las bandas. Se observa en el gen GAG mayor intensidad de las bandas en
todos los tratamientos con respecto a los genes POL y ENV. En el tratamiento
con suero autdlogo se observa mayor intensidad de la banda con respecto al
control en los genes GAG y ENV, mientras que en el gen POL se observa la

intensidad igual que en el control, (Fig.24).
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FIGURA 22.- RT-PCR DE LOS GENES GAG, POL Y ENV DE BLV DE CM INFECTADAS DE LA
VACA No. 9 CULTIVADAS CON DIFERENTES TRATAMIENTOS. Linea 1.- 20% de suero autdlogo,
2.- 20 % de SFB, 3.- 20% de plasma autdlogo.

POL.- 596 pb

ENV.- 434 pb
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FIGURA 23.- REARREGLO DETALLADO. RT-PCR DE LOS GENES CONSTITUTIVOS DE BLV DE
CM INFECTADAS DE LA VACA No. 9 CULTIVADAS CON DIFERENTES TRATAMIENTOS. 1.- 20%

de suero autdlogo 2.- 20 % de SFB. 3.- 20% de plasma autologo.
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Figura 24.- Perfil de densitometria de los electroforetogramas de productos de RT-PCR de los genes
constitutivos de BLV en CM de la vaca No. 9 . |.- 20% suero autélogo, 2.- 20% suero fetal bovine, 3.-20%

plasma autdlogo.
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3.- DETECCION DE LOS NIVELES DE EXPRESION DE RNAm DE LA
REGION pX DE BLV POR RT-PCR

Se analizo el efecto de los tratamientos sobre los niveles de expresion de la
regién pX del virus BLV en CM infectadas de las vacas Nos. 8 y 9. En la
figura No. 25 se observa el patrén electroforético de los productos de
amplificacion de la region pX donde se muestra que en las células tratadas con
plasma ( carril 4 de vaca No. 8 y 7 de vaca No. 9 ) una fuerte disminucién a
niveles no detectables en la vaca No. 9 en la intensidad de la banda con
respecto a los otros tratamientos, lo cual representa una inhibicién de la
expresion con plasma autélogo, mientras que en.los tratamientos con suero
autdlogo e 1gG se observa mayor expresidon con respecto al control { carril 1, 3
y 5 ). Ver el patron de densitometria del electroforetograma de la figura 25

( figura 26 ).
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FIGURA 25.- RT-PCR DE LA REGION pX DE BLV EN CM INFECTADAS DE LAS VACAS Nos. 8y
9 CULTIVADAS CON DIFERENTES TRATAMIENTOS.1.- 20% de suero aut6logo, 2.- 20 % de SFB, 3.-
150 pg/mi de 1gG 4.-% de plasma autélogo. 5.- PCR de DNA de CM infectadas. (control +).
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Figura No. 26.- Perfil de densitometria de los electroforetogramas de productos de RT-PCR de la regién pX
en CM de las vacas No. 8 y 9. 1.- 20% suero autélogo, 2.- 20% suero fetal bovino, 3.- 150 pg/ml de IgG

bovina y 4.- 20% plasma autéloge. 5._control +.
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En la tabla No. 4 v 5 se resumen los resultados obtenidos de los
electroforetogramas de los productos de RT-PCR de, POL, ENV, GAG y pX
en CM infectadas y células FLK-BLYV. Tanto en c¢élulas FLK-BLV como en
CM de la vaca No. 8 con tratamiento de plasma se observa disminucion de la
expresion en todos los genes con respecto al control, mientras que en la vaca
No. 9 solamente se observa ligera disminucion de los niveles de expresion en
el gen POL. En general con suero autdlogo se observa mayor o igual
expresion que el control excepto en el gen ENV de células FLK-BLV. Con
respecto al tratamiento con IgG los resultados fueron muy variables. En la
tabla No. 6 se resume mds detalladamente los resultados de expresion del gen
regulador pX, se cbserva una marcada inhibicién de la expresion con plasma

autdlogo y un aumento con suero autélogo en todos los casos.

TABLA 4.- Expreston de los genes constitutivos y de regulacion del BLV en
la linea celular FLK-BLV.

' LINEA CELULAR '
FLK-BLV

Valores estimativos segun la intensidad de la expresién de los genes: 0- No expresion, +- Pobre expresion,
++- Expresion ligeramente menor al control,  +++.- Expresién igual al control, ++++.- Expresion

ligeramente mayor al control, +++++.- Expresion mayor al control.
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Tabla 5.- Expresion de los genes constitutivos y de regulacion del BLV en

CM infectadas.

CELULAS MONONUCLEARES

GEN
SFB ] _SA

-+ r— +++
A+

-
-
4t
++-

Valores estimativos segun la intensidad de la expresidn de los genes: 0- No expresién, -+- Pobre expresion,

++- Expresion ligeramente menor al control, +++.- Expresidn igual al control, ++++.- Expresion

ligeramente mayor al control, -+H+++.- Expresién mayor al ¢ontrol.

Tabla 6.- Expresion de la region pX de BLV en la linea celular FLK-BLV y
en CM infectadas.

REGION | LINEA CELULAR CELULAS MONONUCLEARES
pX FLK-BLY VACA No. 8 VACA No. 9
SFB +++ +++ ++H
SA ++++ ++4+4++ -
PA + + 0
IeG T+t Far—— ND

Valores estimativos segun la intensidad de la expresion de los genes: 0- No

expresion, ++- Expresion ligeramente menor al control, +++.- Expresion igual al control, +-+-+.- Expresion

ligeramente mayor al control, +++.- Expresién mayor al control.
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DISCUSION

Se han realizado algunos estudios sobre los factores intracelulares y
extracelulares involucrados en los mecanismos de regulacion génica de los
retrovirus los cuales determinan la latencia viral, sin embargo poco es
conocido a cerca de este evento. En este estudio analizamos “in vitro” el
efecto del plasma de animales infectados como fuente del factor bloqueador
de la expresion de BLV (15,16) y la IgG y el suero de animales infectados
con BLV como factores de estimulacion de la expresion del virus (58). En los
diferentes estudios realizados sobre el factor de plasma que bloquea la
expresion de BLV ( FBP ) se ha determinado por los métodos de ELISA e
IET la inhibicidn de la produccion de p24, han escogido esta proteina viral
debido a que su produccion en cultivo es 10 veces mas grande que las otras
proteinas virales (4, 53, 57 ) y por otro lado se ha analizado la expresion de
RNAm virales por el método de hibridacion de dot-blot (16 ). Hasta el
momento no se ha reportado si el efecto inhibitorio de I'BP se ejerce sobre la
expresion del gen regulador ( regién pX), del gen POL y/o de otros genes
estructurales. Nosotros en este estudio utilizamos métodos de mayor
sensibilidad como el RT-PCR y la IET para abordar este problema. Para
analizar los efectos de FBP y del factor estimulador en CM infectadas
nosotros seleccionamos los animales utilizando las pruebas serologicas de
IDAG, ELISA e IET y se observé en 7/10 animales una correlacion con los
resultados obtenidos con la prueba de PCR. El animal No. 5 el cual fue
seropositivo no presentd amplificacidon por PCR, es posible que en este caso

el DNA gendmico no se encuentre en linfocitos en circulacion sino que este
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secuestrado en algunos tejidos, o bien que sea una respuesta inmunolégica a
una infeccién abortiva (38). Los bovinos 4 y 6 dieron una prueba positiva por
IDAG y por IET y fueron seronegativos por ELISA | sin embargo se detectd
el provirus por PCR, lo que sugiere un resultado falso positivo por ELISA.
Los efectos del FBP y del factor estimulador se analizaron sobre CM de
animales cuyas pruebas serdlogicas y PCR fueron positivas en su totalidad lo
que evita en cierta medida la existencia de variedades del virus que no

hubieran podido ser detectadas por algunos de los métodos probados.

En este trabajo se observo una fuerte disminucion en la expresidon del gen
GAG (el cual codifica para la proteina p24 ) en células FLK-BLV tratadas con
plasma ( de animales seropositivos ). Hasta el momento no se tienen datos
en la linea celular FLK-BLV, sin embargo en investigaciones previas en CM
de vacas con LP cultivadas con plasma se ha observado un bloqueo de la
sintesis de la proteina p24 (15,16,57,58). También se han realizado estudios
en células de origen bovino { CEHC, células embrionarias de carnero ) y no
bovino ( CCLS88, células de pulmdén de murciélago ) las cuales son altamente
sensibles a la infeccion por BLV y s¢ ha demostrado el efecto bloqueador de
FBP (16 ). En un estudio realizado con la linea celular NBC-13 (células
linfoides neoplasicas, infectadas permanentemente con BLV) se observé que
las fracciones con actividad bloqueadora de la expresion de BLV en plasma y
fluido linfatico no inhibieron la expresion de la p24 ( 57 ). Esto sugiere que la
linea celular FLK-BLYV asi como las células CEHC y CCL88 infectadas es un
sistema indicador confiable para detectar el efecto inhibitorio del FBP a

diferencia de la linea célular NBC-13 y ofrece ventajas como sistema para el
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estudio de FBP en comparacion a las células CEHC y CCL88 debido a que la
linea celular FLK-BLV se encuentra permanentemente infectada. En este
trabajo se obtuve una marcada inhibicién de p24 en el cultivo de CM de los
2 animales probados tratados con plasma y una ligera disminucion en la
concentracién de Gp51 en la vaca No. 9, esto por un lado confirma los
resultados de trabajos anteriores y por otra parte sugiere un efecto inhibitorio
sobre Gp-51 “in vivo”. Gupta y col en 1984 observaron por
inmunofluorescencia que la sintesis de Gp-51 en cultivo de células CEHC fue
completamente inhibida por plasma seropositivo pero no por plasma
seronegativo mientras que el derivado de suero no bloqued la expresion del
virus ( 16 ), estos resultados son similares a los encontrados en este trabajo en
las células FLLK-BLYV y en CM tratadas con plasma donde se encontr6 niveles
bajos de expresion en Gp-51 y p24 por IET. En el mismo trabajo Gupta y col.
reportaron un efecto inhibitorio del plasma sobre RNAm virales totales, en
este estudio se monitored el efecto del plasma sobre la expresion especifica
de los genes virales POL, pX, ENV y GAG. Consideramos que uno de los
hallazgos mas importante de este trabajo fue demostrar el efecto de bloqueo
en la region pX la cual codifica para las proteinas transactivadoras tax/rex que
regulan la transcripcion del virus y se ha observado que juegan un papel muy
importante en la patogenesis (39,49,55). En animales asintomaticos y con LP
el gen pX se encuentra expresado, y esta sobre-expresado en animales
neoplasicos y en la linea celular FLK-BLV, esto sugiere que estos genes
juegan un papel muy importante en el inicio y mantenimiento de un estado
neoplésico (17), nosotros en este trabajo observamos una inhibicion total o

cuando menos a niveles no detectables por PCR en la expresion de este gen
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en cultivo de CM de animales infectados y una disminucion evidente en las
células FLK-BLYV ambas cultivadas con plasma ( de animales seropositivos ).
Por otra parte tampoco habia sido reportado el efecto del FBP sobre la
expresion del gen POL en cultivos celulares ni de su status transcripcional in
vivo, en este trabajo se observé que el gen POL fue uno de los genes
constitutivos mas afectados por el FBP tanto en las células FLK-BLV como
en CM de las vacas probadas. Los genes POL y pX, genes encargados de la
integracion del provirus y de la regulacién génica respectivamente se
encontraron inhibidos en su expresion parcial o totalmente en los tratamientos
con plasma en células FLK-BLV y en cultivos de CM lo cual sugiere que los
factores de plasma bloquean los mecanismos de regulacién viral, ademas al
inhibir pX se inhibe también la actividad transactivadora sobre genes
celulares involucrados en la neoplasia y por otro lado se bloquean los
mecanismos de integracion viral a la célula debido a la inhibicién por POL.

Por otra parte con respecto a la expresion del RNAm viral del gen ENV se
observd disminucién con los tratamientos de plasma y suero autdlogo en
células FLK-BLV, en CM del bovino N, 8 se observd una clara disminucién
con plasma, mientras que en ¢l bovino No. 9 no fue tan clara la disminucién,
en este caso el efecto inhibitorio con plasma no se vié reflejado en los niveles
de concentracion de Gp-51 por IET probablemente porque se necesita mas
tiempo de cultivo con este tratamiento. Por otro lado en las células FLK-BLV
y CM de la vaca No.8 la expresion del gen GAG fue claramente disminuida
con plasma, sin embargo en la vaca No. 9 se observé una expresion igual que
el control, posiblemente la variacién de los resultados en la expresion con

plasma de ambos bovinos se deba como lo describe Zandommeni a que existe
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expresion del virus durante el tiempo que transcurre desde el momento de la
purificacion de las CM hasta que se realizo el cultiva con plasma (57), a
factores que son liberados por plaquetas (54) o bien por pequeiias cantidades
de IgG presentes en el plasma los cuales estimulan [a expresion del virus (58).
Por otra parte estos resultados obtenidos en nuestro estudio nos permite
sugerir que en la vaca No. 9 no ha transcurrido el tiempo suficiente para
observar inhibicion como consecuencia de inhibicion de POL y quiza pX

( inhibici6n indirecta ).

Se ha demostrado que el plasma y fluido linfatico tienen factores de
estimulacion semejante a la IgG que en bajas concentraciones estimula la
expresion de p24 de BLV (57). En este trabajo se observo el efecto
estimulatorio del suero autdlogo sobre la expresion de ENV, GAG vy pX en
las CM y sobre GAG y pX en células FLK-BLYV, se pensaba que la IgG del
suero era la causante directa de la estimulacidn, sin embargo se encontré con
IgG una aparente estimulacion en POL en células FLK-BLV, y en pX en CM.
Esto sugicre la existencia de otro(s) factor(es) estimulatorio(s) en suero
ademas de IgG.

Zandomenni y col. observaron altos niveles de expresion de p24 de BLV en
cultivos de linfocitos de bovinos con IgG anti BLV y anti-HTLV y un ligero
aumento en la cxpresion en linfocitos humanos infectados con BLV y
cultivados con IgG anti-HTLV purificada con columnas de afinidad (58). En
este estudio observamos aumento de Gp-51 en células FLK-BLV y en CM
cultivadas, tanto con IgG como con suero autélogo y de p24 en células FLK-

BLYV, sin embargo o se observd incremento en la concentracién de p24 en

72



CM cultivadas con estos tratamientos, probablemente a un tiempo mayor de
incubacion con el tratamiento aumente la congentracion de la proteina ya que
en la vaca No. 9 se observd un aumento sobre los transcritos del gen GAG.
Takeda y col. atribuyen a la IgG el incremento de la replicacén viral de HIV
(52), la posibilidad de que la IgG estimula la penetracidn viral a sido
estudiada, la cual puede contribuir a una infeccién in vivo (23). Con los
resultados obtenidos con IgG en este trabajo se podria pensar que no hay un
aumento ¢n la penetracion viral debido a que no hay un incremento en la
expresion de los genes estructurales con respecto a los cultivos controles.

Ha sido sugerido que los factores estimulatorios del suero contribuyen a los
inicios de un estado pre-leucémico en la fase inicial de infeccion y refuerzan
el postulado de que bajos titulos de anticuerpos anti-BLV y la ausencia de
factores bloqueadores en las fases iniciales de la infeccion pueden despertar
una fuerte diseminacion viral en el hospedero ( 58 ). Basandonos en nuestros
resultados y los referidos en la literatura podemos pensar que al aumentar los
titulos de anti-BLV y los factores bloqueadores se llegaria a un estado de
persistencia viral el que se podria romper en el case de que los factores
bloqueadores disminuyeran con el consecuente aumento de expresion de pX

conduciendo a un estado neoplésico.
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CONCLUSIONES

En este trabajo se observd el efecto de los factores bloqueadores y
estimuladores presentes en plasma y Suero sobre la transcripcion del genoma
viral y sintesis de proteinas en las células FLK-BLV y cultivos de células
mononucleares de bovinos infectados. Los resultados obtenidos nos permiten

concluir los siguientes puntos:

1.- Los factores presentes en plasma reducen la expresion de los genes de
BLV en la linea celular infectada permanentemente con el virus FLK-BLV.

2.- El gen constitutivo POL que codifica para la transcriptasa reversa fue
afectado en su expresion por los factores en plasma en las células FLK-BLV y
en células mononucleares de vacas infectadas con el BLV.

3.- La expresion de los genes de regulacién pX es inhibida en presencia de los
factores de plasma en células mononucleares y reducida en la linea celular
FLK-BLV.

4.- El suero autdlogo incrementa la expresion de los genes pX tanto en la
linea celular FLLK-BLV como en células mononucleares.

5.- La IgG estimula la expresidn del gen POL en células FLK-BLV y pX en
células mononucleares.

6.- Los factores de plasma y suero autdlogo afectan preferentemente los
genes virales encargados de la regulacién de la transcripcién (pX) y de la

transcripeidn inversa.
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PERSPECTIVAS

La transcriptasa reversa es fundamental para la formacidn de DNA viral y es
importante para que éste se pueda integrar al genoma celular y por otra parte
las proteinas pX son requeridas para la regulacion del genoma viral e inicio y
mantenimiento de un estado neoplasico por la interaccién con un gran nimero
de genes de regulacion del crecimiento celular, por lo que es importante
determinar en forma mas detallada el papel que juegan los factores
bloqueadores y de estimulacidn en la expresion de estos genes. Ademas los
resultados obtenidos en este trabajo nos permite plantear la posibilidad de que
los periodos prolongados de latencia de los retrovirus subtipo E se deba al
bloqueo principalmente de estos dos genes evitando una infeccién a nuevas
células y una posible reinfeccion y por lo tanto el deterioro fisico del

paciente.

Es importante determinar la forma como la IgG contribuye al incremento de
la expresion viral en células no linfoides, se ha observado que la IgG
contribuye a la penetracién viral en HIV y en algunas cepas de parvovirus de
vison, sin embargo ¢l mecanismo de accidn sobre las células FLK-BLV
parece ser diferente de acuerdo a los resultados obtenidos en este trabajo en
cuanto a la expresion viral observada, sin embargo no se cuantificé el

numero de provirus antes y después del tratamiento.
Este estudio nos permite contribuir al entendimiento de los factores

extracelulares involucrados en los mecanismos de regulacién génica y

patogenesis viral.
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APENDICE

PREPARACION DE REACTIVOS UTILIZADOS EN BIOLOGIA
MOLECULAR

Acrilamida-Bisacrilamida 30%.- Disolver 29 g de acrilamida y 1 g de
bisacrilamida en 50 m! de agua bidestilada y aforar a 100 ml. Filtrar en
membrana milipore de 0.45 mm. Almacenar a 4°C en un recipiente cubierto

con papel aluminio.

Agarosa 0.8% en solucion balanceada de TAE.- Disolver 0.81 g de agarosa

en 99 ml de solucén TAE.

Agarosa 0.8 % para inmunodifusion.- Disolver (0.8 g de agarosa en

solucion balanceada de Tris-HC1 50 mM pH 7.2 con 8.5% de NaCl.

Alfa-metil-D-manosidasa { AMDM ).- Disolver 19.42 g de AMDM en 800

ml de agua bidestilada y aforar a un litro.

Alcohol etilico 70%.- Mezclar 700 ml de etanol absoluto y 300 ml de agua

bidestilada, almacenar en refrigeracion.
Azul de Coomassie 0.25%.- Disolver 0.25 g de azul de coomassie en 40 ml

de metanol, 10 ml de 4cido acético glacial y 50 ml de agua bidestilada,

almacenar a temperatura ambiente,
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Bromuro de Etidio 0.5mg/ml.- Disolver 50 mg de bromuro de etidio en 80
ml de agua bidestilada y aforar a 100 ml, almacenar a 4°C en un recipiente
ambar para protegerlo de [a luz, de esta solucion se harda una dilucion de

1:1000 para tefiir los geles.

Bicarbonato de sodio 4.4%.- Depositar 500.0 ml de agua bidestilada en un
frasco limpio y seco, agregar 44.0 g de bicarbonato de sodio, agregar 0.5 ml
de rojo fenol 1%, aforar a un litro, afiadir 10 g de bidxido de carbono sélido,
agitar constantemente hasta que el indicador vire a color canela palido ( pH-

7.1- 7.3 ). Esterilizar en autoclave a 110°C durante 20 min.

Cloruro de sodio 8.5%.- Disolver 85 g de NaCl en 500 m! de agua destilada

y aforar a un litro.

Cloruro de sodio 9%.- Disolver 9 g de NaCl en 500 ml de agua destilada y

aforar a un litro.

Formaldheido 0.1%.- Adicionar 270 pl de formaldheido al 35%, aforar a

100 ml con agua destilada. Almacenar a temperatura ambiente.
Fenol saturado.- El fenol que se va a destilar se puede recibir en un pequefio

volumen de Tris-Hcl 1M para evitar su cristalizacidn, para la saturacion siga

los siguientes pasos:
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|.- Fundir el fenol.

2.- Destilar ( se produce a destilar el fenol si el aspecto de este al estar
fundido, no es cristalino ), el fenol destila a una temperatura de 180 °C, es
recomendable no conectar agua circulante porque puede cristalizarse en el
mismo refrigerante, antes de comenzar la saturacion, el fenol debe ser
equilibrado a un pH mayor de 7.8 con hidroxiquinoleina a una concentracién
final de 0.1% ( funcién antioxidante ).

3.- Afiadir 1 volumen de solucién amortiguadora Tris-Hel 0.5M pH y mezclar
con una barra magnética hasta que el pH de la fase fendlica sea mayor de 7.8
( medir con papel indicador ).

4.- Dejar que se separen las fases y eliminar la fase acuosa utilizando una
pipeta conectada a una linea de vacio con trampa o un embudo de separacion.
5.- Repetir la misma operacién pero utilizando solucion amortiguadora de
tris-HC1 0.1 M pHS.

6.- Eliminar la fase acuosa final y afiadir 0.1 volumenes de 0.1 m Tris-HCl pH
8 conteniendo 0.2 % de mercaptoetanol.

7.- La solucidén de fenol puede ser almacenada de esta forma en un recipiente

ambar a ~20°C, las alicuotas de fenol en uso se almacenan a 4°C.
Gel de acrilamida para RNA.- Mezclar 3.9 g de urea, 1.45 ml de acrilamida,
1.9 m]l de TBE 5X, 0.1 ml de PSA, 5 ul de TEMED y 3.25 ml de agua

bidestilada

Hidroxido de sodio ( NaOH ) 1 N.- Disolver 40 g de NaOH anhidro en agua

bidestilada vy aforar a 1 litro.
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Jugo azul 6X ( contiene 0.25% de azul de bromofenol, 0.25 % de
xilencianol y 30 % de glicerol ).- Mezclar 20 mg de xilencianol, 25 de azul

de bromofenol y 3.0 ml de glicerol, aforar a 10 ml con agua bidestilada.

Lauril sulfato de sodio (SDS) 10 %.- Disolver 10 g de SDS en 90 ml de

agua bidestilada.

Medio esencial minimo de crecimiento ( MEMC).-Tomar 50 ml de
SSMEM y despositarlos en un frasco de 100 ml, adicionar 8 ml de suero fetal
bovino  ( SFB ), 4 ml de bicarbonato de sodio 4.4% estéril, 100 ul de PES
estéril, aforar a 100 ml con agua tridestilada estéril. Para la preparacion del
medio esencial minimo de mantenimiento (MEMM), tomameos lo mismo que

para el MEMC solo que se le adiciona 5 ml de SFB en lugar de 8 ml.

Medio esencial minimo para congelacion (MEMF),- Tomar 50 ml de
SSMEM, depositarlos en un frasco estéril de 100 ml, adicionar 20 ml de SFB,
4 ml de bicarbonato de sodio 4.4% estéril, 100 pl de PES estéril, 10 ml de

dimetii sulfoxido (DMSO), aforar a 100 ml con agua tridestilada estéril..

Medio RPMI-1640 de crecimiento (MRC).- Tomar 50 ml de SSMR y
despositarlos en un frasco de 100 ml, adicionar 10 ml de suero fetal bovino
( SFB ), 4 ml de bicarbonato de sodio 4.4% estéril, 100 ul de PES estéril,

aforar a 100 ml con agua tridestilada estéril.
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SDS 0.1 %.- Tomar 1 ml de SDS 10% y aforar a 20 ml con agua destilada.

SDS 1%.- Tomar 1 ml de SDS 10% y aforar a 10 ml con agua destilada.

Solucion stock de medio esencial minimo (SSMEM).- Disolver 134 g de
medio esencial DULBECOS en 200 mi de agua tridestilada, aforar a 500 ml,
esterilizar por filtracién con una membraba.de poro 0.22 pm, con esto

tenemos una solucion de medio al 2X.

Solucion stock de medio RPMI-1640 (SSMR).- Disolver 10.4 g de medio
RPMI-1640 en 200 ml de agua tridestilada y aforar a 500 ml. Esterilizar por

filtracién con una membrana de poro 0.22 pum, con esto tenemos una solucion

de medio al 2X.

Solucion A de sulfato de cobre 5% para cuantificacion de proteinas.-

Disolver 1 g de sulfato de cobre en 20 ml de agua.

Soluciéon B de tartrato de sodio y potasio 10% para cuantificacion de

proteinas).- Disolver 2 g de NaKtartrato en 20 ml de agua.

Solucién C de NaOH 0.5 N para cuantificacion de proteinas.- Disolver 2 g
de NaOH en 100 ml de agua destilada.

Solucion de Folin.- Mezclar 1 ml de reactivo de fenol Folin-Ciocalteu con 1

ml de NaOH 1 N.
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Soluciéon de tartrato de cobre 5X.- Mezclar las soluciones A, B y C en

relacion 1:1:100.

Solucién de substrato de diaminebenzidina 0.05%.- Disolver 20 mg de 3,3
Diaminobenzidina en 40 ml de PBS A 1X.

Solucién bloqueadora de TBS-TWEEN 2.5% para inmunodeteccion.-
Disolver 2.5 ml de Tween-20 con 20 ml de solucién de TBS y aforar a 100

ml.

Solucién de lavado de TBS-TWEEN 0.05 % para inmunodeteccion en
placas de ELISA y en membrana de nitrocelulosa.- Disolver 50 pl de

Tween-30 con 20 ml de solucidon TBS y aforara 100 ml.

Solucion blogueadora para ELISA TBS-TWEEN 0.15%.- Disolver 0.15

ml de Tween-20 con 30 ml y aforar a 100 ml.

Solucion de lisis para proteinas.- Tris-HC] pH 7.5 20 mM, EDTA 1 mM,
NaCl 80 mM, NP-40 1% , deoxicolato de sodic 0.2%.

Solucién de lisis para DNA.~ Tris-HCI 10 mM pH 8, NaCl 10 mM y EDTA
10 mM

Soluciéon de lavado tipo A para purificacion de IgG.- Disolver 7.88 g de
Tris-HCl (0.5 M), 8.76 g de NaCl (0.15) M vy 0.20 g de NaN; (0.02%) en
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200 ml de agua destilada y aforar a un litro, la solucién quedara a un pH final

8.6.

Solucion de elucion tipo B para purificacion de 1gG.- Disolver 37.53 g de
glicina, 8.76 g de NaCl y 0.20 g de NaN3 en 200 ml de agua destilada y aforar

a un litro, la solucion quedaré a un pH final de 3.

PBS 1X.- Disolver en 500 ml de agua bide;stilada 160 g de cloruro de sodio
{ NaCl), 4 g de cloruro de potasio ( KCl ), 28.8 g de fosfato dibasico de sodio
( Na,HPO,.2H,0 ) y fosfato monobésico de potasio ( KH,PQ, ), aforar a 1
litro, esterilizar en autoclave a 110°C durante 20 minutos. Almacenar en

refrigeracion.

Persulfato de amonio 10 %.- Disolver 1 g en 9 ml de agua bidestilada,

conservar a 4°C en un recipiente ambar.

Proteinasa K 10pg/ml.- Disolver en alicuotas de 500 pl y almacenar a -20°C.
RNAasa libre de Dnasas 10 mg/ml.- Disolver 100 mg de RNAasa en 9.92
ml de agua bidestilada estéril, 50 ml de Tris-HC1 2 M pH 7.5 y 30 pl de NaCl

5 M, se incuba a ebullicién por 20 minutos, se deja enfriar lentamente a

tempertura ambiente, dividir en alicuotas y almacenar a - 20 °C.

Rojo fenol 1%.- Depositar 10 g de rojo fenol en un matraz de un litro,

agregar 570 ml de agua destilada y 30 ml de NaOH 1 M agitar durante 2 hr a
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temperatura ambiente y aforar a un litro, filtrar en papel whatman No. 2,

esterilizar en autoclave a 110°C durante 10 min.

SEVAG ( Cloroformo- isoamilico 24:1).- Se mezclan 40 ml de alcohol

isoamilico y 960 ml de cloroformo.

Solucién balanceada de tris 1.0 M.- Disolver 121.1 g de Tris- HCI, en 300
ml de agua bidestilada y aforar a 1 litro, ajustar a pH 6.8.

Solucion balanceada de boratos 5X.- Mezclar 54g de trizma base, 27.5 g de
acido bérico y 2 ml de EDTA 0.5 M y aforar a un litro.

Solucion decolorante.- Mezclar 100 ml de metanol, 100 ml de acido acético

glacial con 800 ml de agua bidestilada.

Solucién fijadora.- Mezclar 400 ml de metanol, 100 ml de acido acético

glacial con 500 m! de agua bidestilada.
Solucidn de corrimiento para electroforesis 10X.- Disolver en 600 ml de
agua bidestilada 144.1 g de glicina, 30.2 g de tris-base y 10 g de SDS, aforar a

un litro.

Soluciéon de muestras para electroforesis.- Disolver 0.92 de SDS , 2ml de

B- mercaptoetanol, 4 g de glicerol, 0.3 g de tris-base y 2.0 ml de azul de
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bromofenol 0.1% en 10 ml de agua bidestilada, ajustar el pH a 6.8 con Hcl y

aforar a 20 ml.

Solucion balanceada para el gel concentrador.- Disolver 6.055 g de tris-
base y 2ul de SDS 20% en 70 ml de agua bidestilada, ajustar el pH a 6.8 con

HCl y aforar a un litro.

Soluciéon balanceada para el gel separador.- Disolver 18.165 gy 2 ul de
SDS 20% en 70 ml de agua bidestilada, ajustar el pH a 8.8 con HCI, aforar a

un litro.

Solucion de EDTA 0.05%.- En un frasco limpio y seco mezclar 50 ml de
PBS A con agua, agregar 0.5 g de EDTA, agitar hasta que se disuelva por
completo y ajustar el pH a 7.6 con NaOH 1 N. Esterilizar en autoclave a 110°

durante 20 min.

Solucién de penicilina-estreptomicina (PES) ( concentraciones finales de
100,000UL/ml y 100,000 pg/ml ).- Disolver 1,00000 ( 0.6 g
aproximadamente) de penicilina G ( sal disddica ) y 1 g de estreptomicina
dihidratada en 5.0 ml de agua destilada cada uno, mezclar las soluciones y

esterilizar por filtracion a través de una membrana de 0.22 um.
TBE 10% (contiene Tris-Borato 0.08% M, acido bérico 0.089 M).- Mezclar

5.400.0 g de base trizma y 2750.0 g de acido borico en 1 litro de solucion
EDTA 500mM pH 8.
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TE 100 % ( contiene EDTA 100 mM y Tris-HCI 1 M ).- Mezclar 25 ml de
Tris-HCI 2 m, pH 7.5, 10 ml de EDTA 500 mM y 15 ml de agua bidestilada,

esterilizar en autoclave, esta solucion se usa normalmente a 1 X






