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RESUMEN

La introduccion de RNA de doble hebra (dsRNA) a una célula o sistema desencadena un
fendmeno de silenciamiento postranscripcional resultado de la degradacion del RNA
mensajero homologo al dsRNA. A este tipo de silenciamiento se le conoce como RNA de
interferencia o RNA..

Actualmente el RNAi es una pedrosa herramienta para silenciar de manera especifica y
potente la expresion de genes de manera postranscripcional. EI RNAI ha sido observado en
una gran cantidad de organismos eucariontes; desde levaduras y hongos, hasta plantas y
mamiferos.

Los usos de una tecnologia como ésta abren la posibilidad de determinar la funciéon de
destinos genes, representando una opcion a la genética reversa clasica. Por otro lado se
antoja pensar que la tecnologia en base a RNAI pudiera ser utilizada para interferir con la
expresion de genes causantes de patologias en distintas enfermedades.

Los Baculovirus son una extensa familia de virus extremadamente citotéxicos que infectan
insectos en etapa larvaria. En el presente trabajo se utilizo al Baculovirus Autographa
californica (AcMNPV) como modelo para demostrar que la interferencia de genes virales via
RNAI durante el proceso de infeccion es posible.

En células de insecto Sf21 la transfecciéon de dsRNA homologo al gen gfp, (previa infeccion)
resulta en una inhibicién de la fluorescencia en células infectadas con AcMNPV-GFP. La
desaparicion de la fluorescencia se debe a la ausencia del mensajero de GFP que resulta en
la ausencia de la proteina como se demostré por RT-PCR, Western blot y microscopia
confocal. Usando las mismas metodologias se demostré que la transfeccion de dsRNA
homologos a los genes virales gp64, o ie1 resultan en una inhibicion de la infeccion viral. La
proteina codificada por gp64 es la principal glicoproteina de la capside de los Baculovirus y
es esencial para la infeccién célula-célula. Por su parte ie? codifica para el factor temprano
de transcripcion del mismo nombre cuya funciéon es esencial para iniciar la etapa tardia de
infeccién de este virus.

Dada la eficiencia y especificidad para inhibir genes virales e inhibir el progreso de la
infeccion de Baculovirus AcMNPV-GFP, nos dimos a la tarea de probar si la misma inhibicién
lograda in vitro seria posible en animales. Para esto inyectamos larvas del escarabajo
Tenebrio mollitor con dsRNA homélogo a gfp o a ie1 24 horas previas a la administracion de
una dosis letal del virus Baculovirus-AcMNPV-GFP. Los resultados obtenidos muestran que
el dsRNA-gfp inhibe la expresién del gen reportero en las larvas infectadas pero no asi el
progreso de la infeccion viral y la muerte de los insectos. Por su parte dsRNA-ie1 fue capaz
de inhibir el progreso de la infeccion viral en las larvas de insecto, evidenciado por la
ausencia del reportero GFP y la supervivencia de los insectos a la administracion del virus.

En este trabajo demostramos que la inhibicion de genes virales esenciales para la infeccion
es posible utilizando RNA de interferencia y que esto podria ser una herramienta invaluable
desde el punto de vista terapéutico y en la validaciéon de blancos terapéuticos.



ABSTRACT

Introduction of double-stranded RNA (dsRNA) into a wide variety of cells and
organisms results in post-tran-scriptional depletion of the homologue endogenous mRNA.
This well-preserved phenomenon known as RNA interference (RNAI) is present in
evolutionarily diverse organisms such as plants, fungi, insects, metazoans, and mammals.
Because the identification of the targeted mRNA by the RNAi machinery depends upon
Watson-Crick base-pairing interactions, RNAi can be exquisitely specific. We took advantage
of this powerful and flexible technique to demonstrate that selective silencing of genes
essential for viral propagation prevents in vitro and in vivo viral infection. Using the
baculovirus Autographa californica, a rapidly replicating and highly cytolytic double-stranded
DNA virus that infects many different insect species, we show for the first time that
introduction of dsRNA from gp64 and ie1, two genes essential for baculovirus propagation,
results in prevention of viral infection in vitro and in vivo. This is the first report demonstrating
the use of RNAI to inhibit a viral infection in animals. This inhibition was specific, because
dsRNA from the polyhedrin promoter (used as control) or unrelated dsRNAs did not affect the
time course of viral infection. The most relevant consequences from the present study are: 1)
RNAI offers a rapid and efficient way to interfere with viral genes to assess the role of specific
proteins in viral function and 2) using RNAI to interfere with viral genes essential for cell

infection may provide a powerful therapeutic tool for the treatment of viral infections.



INTRODUCCION

CAPITULO |I: BACULOVIRUS

BioLoGiA DE BACULOVIRUS

Los Baculovirus comprenden una numerosa familia de virus que infectan artrépodos.
Las larvas de Leg)idépteros y Coledpteros son especialmente sensibles a la infeccion por
este tipo de virus 3. Los primeros reportes de una infecciéon causada por Baculovirus se
remontan al siglo XVI, en que se describe detalladamente la enfermedad de “wilting” que
causaba la muerte a gusanos de seda. Sin embargo, no fue hasta el siglo XIX en que se
correlacion6 directamente al Baculovirus como el agente causal de la enfermedad. En aquel
entonces se lograron aislar pequenas
estructuras cristalinas llamadas polihédras ‘ 3 @” !
en los gusanos infectados. En el interior de i
éstas se encontraban las particulas virales
ocluidas (Fig1).

Actualmente el Baculovirus mejor
estudiado es el aislado del gusano medidor
(Autographa californica) de la alfalfa. Este
Baculovirus fue denominado “multiple
nucleocapsid polyhedrosis virus”, o
AcMNPV. Este virus tiene un genoma o 8
c!rcular de DNA de‘ cadena doble de 134 Figura 1.- Microscopia Electronica de una particula de
kilobases, y un numero aun mayor de Polihedrina (lzquierda) con viricnes ocluidos (OV) en su
marcos de lectura abiertos (ORF)®. A pesar | et berecis aceaminto s fus Sotace (01,
de que la secuencia completa del genoma por 30 a 60 nm de diametro
de AcMNPV esta disponible hoy en dia, se
desconoce la funcion para la mayoria de las proteinas que codifican los distintos ORF®.
Aproximadamente el 4% del genoma de AcMNPV corresponde a las llamadas “regiones
homélogas”’ (hrs), que se sabe interactian con proteinas virales (por ejemplo 1E1) y del
hospedero para iniciar la transcripcion de genes virales. Estas secuencias hrs también sirven
como origenes de replicacion del DNA viral.

Las particulas virales de AcCMNPV se presentan en dos formas diferentes®: los viriones
ocluidos (OV) y los viriones gemados o libres (BV —budded viruses).

Los viriones ocluidos son los que estan en los cuerpos cristalinos (polihedras) que se
observan en los insectos infectados. Estos viriones estan involucrados en la infeccion de un
insecto a otro y por lo tanto en la infeccién primaria del hospedero.

Los virus gemados (BV) estan compuestos de una nucleocapside y una membrana
lipidica®? que es adquirida en el momento en que los virus gemados salen — geman — a
través de la membrana celular de la célula infectada®. Dentro de la nucleocapside se
encuentra una sola copia del genoma circular de AcCMNPV el cual se encuentra asociado a la
proteina viral p6.9'°. Esta es una proteina con carga positiva parecida a las protaminas que
empaquetan el DNA en espermatozoides de mamiferos’'".
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Cicio DE INFECCION DE ACMNPV

El proceso de infeccion viral producida por muchos virus y en especial por
Baculovirus-AcMNPV es un proceso altamente regulado y organizado desde el punto de
vista molecular. En él intervienen una serie de proteinas que dan lugar a un proceso
secuencial de infeccion'?. En la figura 2 se ilustran los pasos que sigue la infeccién por
Baculovirus, los cuales se describen a continuacion.

El primer requisito para que se de cualquier infeccion viral es la entrada del virus al
interior de la célula hospedero. En AcMNPV hay evidencia de que la glicoproteina GP64, el
componente principal de la capside de los virus gemados, esta involucrada en la entrada del
virus a la célula®'®. Esta entrada por GP64 parece ser una endocitosis mediada por
receptores, promoviendo una fusion de membranas“. sin embargo, la identidad molecular del
receptor para GP64 aun se desconoce. GP64 también ha sido asociada a la salida de la
particula viral del endosoma tardio al citoplasma celular. Una vez en el citoplasma, los
viriones entran al ndcleo celular a través de los poros nucleares, aparentemente mediado por
polimerizacién de actina inducida por el mismo virus'*'>. Una vez dentro, el DNA viral,
aunque permanece asociado a la proteina p6.9, se desempaca y adopta una estructura
nucleosomal menos compacta, iniciando la transcripcion de los genes tempranos. Es
interesante mencionar que el unico requisito para llevar acabo la infeccién de Baculovirus es
la entrada del DNA viral al nucleo. De hecho, la transfeccion del genoma de Baculovirus en
células de insecto es suficiente para que las células inicien la producciéon de viriones
funcionales®.

Una vez que el DNA de Baculovirus llega al ntcleo de la célula infectada, los factores
de transcripcion y la RNA Polimerasa |l de la célula reconocen como propios algunos genes
virales comenzando su transcripcion'”'®. La mayoria de los genes tempranos de Baculovirus
tienen promotores con motivos consenso eucariontes, como por ejemplo cajas TATA'®?'. A
esta etapa de infeccion se le conoce como etapa temprana, y en ella se articula la
maquinaria para llevar a cabo los procesos necesarios para el ensamblaje de nuevas
particulas virales. Ejemplo de ello es la expresién de una DNA polimerasa viral??, (dnapol-v);
encargada de duplicar el genoma viral, y una DNA hélicasa®® (p143) esencial para
empaquetar los genomas virales en las capsides proteicas. Junto con estas proteinas se
transcriben los factores tempranos de transcripcion virales ie-0, ie-1 e ie-224%°.

En esta etapa temprana los virus también inducen cambios y modificaciones en las
células infectadas®. Por ejemplo, la reestructuracion del citoesqueleto celular; las células se
tornan redondas y el nucleo se hipertrofia y aumenta considerablemente su tamano. La
expresion de proteinas parecidas a toxinas, afecta la concentracion intracelular de calcio y
su distribuciéon en el citoplasma?’. Por otro lado factores antiapoptéticos (iap) muy
poderosos, inhiben por completo el proceso de muerte celular programada al que entran
todas las células infectadas®®?°. Interesantemente, el factor antiapoptético p35 de AcCMNPV
no soélo es capaz de inhibir la apoptosis en células de insecto sino que también ejerce su
accion inhibidora en neuronas de mamifero en cultivo®.

Los factores de transcripcion generados en la etapa temprana, en especial IE1, son
los encargados de llevar a la infeccion viral a una segunda etapa *'*? (denominada la etapa
tardia), donde ocurre la duplicacion del DNA viral y la producciéon de viriones gemados
(BV)®. Los factores de transcripcion virales transcriben los genes que codifican proteinas
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necesarias para ensamblar las primeras particulas virales, por ejemplo p6.9, una
ubiquitinasa®, una superoxidodismutasa®, GP64% y p74%, estas dos ultimas proteinas
forman parte de la capside viral®®.

Una importante caracteristica de la etapa tardia de infeccién es que ahora se
comienzan a transcribir genes con promotores virales especificos. De hecho se sabe que en
esta fase, es una RNA polimerasa viral resistente a alfa-amanitina la responsable de
transcribir estos genesag.

En esta etapa la amplificacién de la maquinaria viral provoca que practicamente la
totalidad de la maquinaria celular del hospedero esté comprometida con la produccion de
virus. Se ha reportado una marcada disminuciéon en los RNA mensajeros del hospedero y
una disminucion global de la sintesis de proteinas endégenas durante esta etapa de la
infeccion viral*®. La etapa de infeccién tardia comienza aproximadamente entre las 10 y las
12 horas de infeccién.

Alrededor de las 24 horas post-infeccion comienza lo que se conoce como la etapa
muy tardia de infecciéon de AcMNPV*'. En esta Ultima etapa se continGan produciendo una
enorme cantidad de particulas virales, pero ademas comienza la transcripcion de genes
virales muy tardios. Un ejemplo de estos es el gen p10, que codifica una proteina que ha
sido relacionada con ensamblaje de microtibulos que conlleva a la lisis de la célula
infectada®?*®. Otro gen tardio es polh que codifica para la proteina Polihedrina, que es el
componente principal de la polihedra*. La produccién de esta proteina es dependiente de la
RNA polimerasa resistente a alfa amanitina de AcMNPV que reconoce un fuerte promotor
viral dando como resultado una enorme cantidad de proteina. La Polihedrina forma
agregados multiprotéicos en el interior del nucleo celular dentro de los cuales se
empaquetan una gran cantidad de virus. A estos virus se les denominan virus ocluidos (OV)B.
Los viriones ocluidos en estas estructuras protéicas permanecen asi después de que la
célula o el mismo insecto ha muerto y son muy resistentes al medio ambiente, en donde
pueden permanecer por afnos sin perder su capacidad infectiva®. Estos viriones
encapsulados en Polihedrina son los responsables de transmitir la infeccién a otro insecto®.

De esta manera, la infeccion de una célula por AcMNPV produce dos tipos de virus,
los que estan encapsulados en particulas de Polihedrina — producidos en la etapa muy tardia
de infeccion - responsables de la infeccion insecto-insecto y particulas virales libres (BV), -
producidos en la etapa tardia -que geman de la célula infectada y son los responsables de la
infeccién célula-célula. Existe poco trabajo que hable respecto a las vias que determinan
que viriones son encapsulados en Polihedrina y cuales no.

La infecciéon primaria de Baculovirus ocurre de manera silvestre cuando las larvas de
insectos ingieren accidentalmente particulas de Polihedrina y por consiguiente virus
ocluidos®. Estos cuerpos cristalinos son excepcionalmente resistentes a la luz UV,
desecacion y en general a las condiciones medioambientales, protegiendo a los virus en el
periodo intermedio de una infeccién a otra. Las particulas de Polhiedrina estan disefiadas
para liberar la carga viral exactamente a la mitad del intestino del insecto, donde se absorbe
la mayor cantidad de alimento y donde el pH es mas alcalino, lo que desensambla la
Polhiedrina*®. Los viriones liberados entran inicialmente a las células columnares epiteliales
de la pared del intestino del insecto®. Esta entrada se da mediante una fusién de
membranas promovida por p74, proteina de la capside viral de los viriones ocuidos .
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Figura 2.- Ciclo de Infeccion de Baculovirus. La infeccion primaria se da cuando una larva de insecto |ng|ere
(1) particulas de Polhiedrina; el pH alcalino del intestino libera a los viriones ocuidos —OV, que se fusionan’ (2)
a las células epiteliales del intestino mediado por la proteina p74. Los virus una vez en el citoplasma entran al
nucleo celular a través de los poros nucleares (3). Dentro del nicleo se desensamblan y comienzan a
expresarse genes virales. La replicacion viral (4) en la fase tardia, genera nuevas particulas virales que geman
de la célula infectada (6). Al salir éstos virus toman consigo parte de la membrana de la célula huésped, a
estos virus se les conoce como virus gemados (7) o BV. Los virus gemados reinfectan células vecinas —
infeccion secundaria- al ser introducidos a nuevas celuias por una endocitosis (8) mediada por la proteina de
la capside viral GP64 a través de receptores especificos®. Los virus endocitados escapan del endosoma tardio
(9) para redirigirse al nacleo. En la fase “muy tardia™ de infeccién, algunos viriones son ocluidos en Polhiedra
(10). Estos virus son los responsables de infectar un nuevo insecto.

La infeccién secundaria se da cuando estas primeras células del intestino infectadas
producen virus gemados (BV) que infectan hematocitos*’, las células del sistema
hematopoyético que se distribuyen infectando el resto del insecto. Al principio los tejidos
mayormente afectados son los ovarios, tejido graso y el sistema traqueal, pero finalmente
todos los tejidos presentan sintomas de infeccion*®4°

Quizas el ejemplo mas dramatico de coémo el Baculovirus altera la larva a nivel
fisiologico sea el que las celulas infectadas con AcMNPV secretan la proteina egt, una UDP-
glucosa/galactosa transferasa® que inactiva las hormonas esterondes del insecto evitando
asi la maduracién de las orugas en pupas y animales adultos®; con ello, el Baculovirus logra
un maximo de eficiencia en la produccion de particulas virales.



En la etapa final de la enfermedad, el insecto es literalmente licuado y convertido en
un saco de liquido lechoso blanquecino que consiste principalmente en particulas virales y
desechos celulares. Este fenotipo es el que fue descrito como enfermedad de “wilting” en los
gusanos de seda en el siglo XIX y ahora es conocido como “melting” (del inglés “derretir’), lo
cual ejemplifica de forma muy clara lo que le ocurre al insecto hacia el final de la infeccion
por Baculovirus®.

En la tipica infeccion de AcMNPV, mas de un billon de viriones ocluidos son
producidos en una sola oruga, lo que constituye el 10% del peso seco del insecto®’.
Finalmente las particulas ocluidas en Polhiedrina son liberadas al ambiente cuando el
exoesqueleto de quitina del insecto se rompe.

BAcuULOVIRUS RECOMBINANTES

Una de las herramientas clave en el estudio de Baculovirus han sido las células Sf21 y
Sf9. Estas lineas celulares fueron originalmente aisladas de larvas del insecto Spodoptera
frugiperda® y tienen la caracteristica de ser especialmente susceptibles a la infeccién de
Baculovirus, ya que en el curso de algunos dias las células son totalmente lisadas por los
efectos citoliticos de la infeccion viral.

Muchos grupos de trabajo alrededor del mundo han aprovechado la sensibilidad de
estas células a la infeccion por Baculovirus generando virus recombinantes que contengan
genes de interés bajo el control de promotores virales fuertes®>*°. Uno de los promotores
mas usados es el promotor de polhiedrina mencionado anteriormente. La introduccion de un
gen exdgeno bajo el control de este promotor resulta en la produccién de grandes
cantidades de proteina exdégena en las células infectadas por el virus reconbinante™. Es tal
la cantidad de proteina producida de esta manera que se facilitan enormemente las tareas
de purificacién y estudios funcionales posteriores. Muchas proteinas de distintos origenes,
incluyendo proteinas soiubles® o membranales® han sido producidas con este método. El
uso de este sistema de expresion tiene la ventaja de que el plegamiento de la proteina
expresada y todas las modificaciones pos-traduccionales como glicosilacion, fosforilacion o
cortes proteoliticos seran de tipo eucarionte. Una ventaja adicional es que las proteinas
expresadas son funcionales en las células infectadas permitiendo su estudio in vivo. Un
ejemplo de ello es la expresion y estudio de canales i6nicos®® o receptores acoplados a
proteinas G*°.

Mas recientemente el Baculovirus ha sido usado como un vector de transferencia de
material genético a células de mamifero®. Se ha demostrado que Baculovirus modificados
genéticamente pueden expresar genes en células de mamiferos si estos se encuentran bajo
los promotores adecuados®’. El utilizar a un virus de insectos como vector de transferencia
en mamiferos tiene la ventaja de ser un sistema no infectivo ni replicativo®.

Otro uso biotecnolégico que se le ha dado a esta clase de virus es el despliegue de
péptidos o incluso proteinas en su capside. Distintos grupos han fusionado diversos péptidos
a GP64 convirtiéndolo en una excelente opcién para la identificacion de ligandos y la
presentacion de antigenos® %,



CAPITULO lI: RNA DE INTERFERENCIA.

EL FENOMENO DE RNA DE INTERFERENCIA.

El fenomeno de RNA de interferencia o RNAI consiste en la degradacion especifica de
un RNA mensajero (mRNA) mediada por un RNA de doble hebra (dsRNA) de secuencia
homologa al mMRNA. Esta degradacion del mRNA es especifica, dado que la degradacion
depende del apareamiento tipo Watson-Crick de una de las hebras del dsRNA (la cadena
antisentido al mMRNA) y la cadena sencilla del mRNA. El RNAIi ha demostrado ser en extremo
eficiente para eliminar de la célula un mRNA determinado, previniendo la sintesis de la
proteina.

El fenébmeno de RNAI se ha observado en gran variedad de organismos eucariontes,
desde plantas®® y hongos®, hasta insectos®” y mamiferos®. Esto es en gran parte debido a
que las proteinas involucradas en el RNAI estan conservadas en todos estos organismos.

El primer organismo donde se describié el RNAi fue en la planta petunia con los
trabajos pioneros del grupo de Richard Jorgensen en 1990%°. Este grupo se encontraba
trabajando con la sobreexpresion de genes que confieren pigmento a los pétalos de las
flores de esta planta. Lo que Jorgensen describié es que al aumentar el nUmero de copias
de uno de estos genes, no se observaba un aumento en la pig7mentacién de los pétalos, sino
por el contrario, el resultado era una total ausencia de color’®%7'. A este fenémeno se le
llamo cosupresion. No seria sino muchos afos después que se identificaria al dsRNA
producido por la transcripcion aberrante, resultado del exceso de copias de un gen, como el
causante del fenébmeno de cosupresion en plantas.

El trabajo clave en la historia del RNAI fue el realizado por Andrew Fire en 1998™. En
este trabajo se identifica por primera vez al dsRNA como el responsable directo del
fenébmeno de interferencia en el nematodo Caenorhabditis elegans. Fue en este articulo
también que se le dio el nombre de RNA/ al fenémeno de silenciamiento mediado por
dsRNA. Por otro lado, se defini6 al RNAi como un fenémeno de silenciamiento
postranscripcional dado que eran unicamente las secuencias de dsRNA homélogas al
mensajero las que lograban el efecto de interferencia y no asi las moléculas de dsRNA
homélogas a intrones o regiones promotoras. Otra de las caracteristicas del RNAi en C.
elegans era su sorprendente eficiencia para silenciar postranscripcionalmente la expresion
de un gen: una cantidad minima de dsRNA es suficiente para interferir un gen y el efecto de
RNAI incluso es capaz de ser heredado a la filial uno. Estos resultados han sugerido que en
el nematodo existe, ademas del fenémeno de interferencia, un efecto de ampiiﬁcacidnm.
Actualmente se tienen identificadas algunas RNA polimerasas dependientes de RNA en
plantas’™ y en nematodos’® como las posibles responsables del fenémeno de amplificacion.



EL MEcANISMO DEL RNAI.

Hay dos maneras de iniciar el fenémeno de RNAI, una es introduciendo de manera
exdgena el dsRNA al interior de la célula (transfecciones lipidicas, microinyecciones,
electroporacion, etc.) La otra manera de iniciar el RNAi es generando células o animales
transgénicos que expresen, ya sea de manera estable o transitoria, algun tipo de dsRNA. —
por ejemplo a partir de construcciones con promotores invertidos o expresion de estructuras
tipo tallo-asa’®.

Sea del origen que sea, el dsRNA una vez en el citosol es reconocido por una RNasa
tipo lll llamada Dicer’’. Esta RNasa digiere el dsRNA en fragmentos de entre 19 y 24
nucledtidos aproximadamente’. Estos pequefios duplex de RNA son los responsables
directos del fenémeno de interferencia. Actualmente se les conoce como siRNA del inglés
“small interfering RNAs”. Una de las caracteristicas de los siRNA ademas de su tamano, es
el corte caracteristico que deja Dicer: en el extremo 5" se conserva un fosfato y en el
extremo 3’ dos o tres bases desapareadas’®.

Los siRNAs, después de ser digeridos por Dicer, entran en un complejo multiproteico
denominado RISC —del inglés “RNA Induced Silencing Complex”, el cual es responsable del
apareamiento del duplex siRNA-mRNA y de la posterior degradacién de este altimo’”.

Los componentes exactos o la funcidén especifica de algunos de los componentes de
RISC no se han caracterizado del todo. Dentro de los integrantes del RISC que se tienen
identificados se encuentra la proteina Argonauta o proteinas homologas a ésta®® (RDE-1 en
C elegans, QDE2 en Neurospora crassa, elF2C en mamiferos). Argonauta y sus homoélogos
tienen un peso molecular cercano a los 100 kDa y todos presentan dominios denominados
PAZ y PIWI caracterizados por un barril tiPo beta aparentemente responsable de unir RNA
de cadena senilla y RNA de cadena doble®'.

Otros de los componentes que han sido descritos como parte del RISC son una
nucleasa llamada Tudor”?, dos helicasas denominadas Gemin3 'y Gemin4®, la proteina
VIG®, y la “proteina relacionada al cromosoma X fragil’ o FMRP®*. Estas dos ltimas son
capaces de unir dsRNA al igual que Argonauta.

A pesar de que el papel especifico que juega cada una de las proteinas asociadas al
RISC es hasta ahora desconocido, hay fuertes evidencias de que el RISC se asocia a los
ribosomas activos, es decir aquellos en los que la sintesis protéica esta ocurriendo,
sugiriendo que el proceso de RNAI ocurre en la cercania de los ribosomas.

Una de las proteinas que aun no ha sido identificada en el RISC pero de cuya
actividad se tiene evidencia es una endonucleasa denominada Slicer®, y cuya funcién seria
la de cortar los heteroduplex que se forman entre los siRNA acoplados a RISC y el mRNA
homélogo. Este corte ocurre exactamente entre el nucleétido diez y el nucleétido once del
siRNA%®®  De esta manera seria Slicer la proteina especificamente responsable de la
degradacion del mRNA.



EL PAPEL FISIOLOGICO DEL RNA..

Desde que en 1998 se identificé al dSRNA como el iniciador del fenémeno de RNAI,
se ha avanzado enormemente en la comprension de los mecanismos moleculares que llevan
a la degradacion del mRNA. Sin embargo, a pesar de todo este esfuerzo, poco se sabe
acerca del verdadero papel fisiolégico que la maquinaria del RNAI juega en algunos
organismos.

> Sistema de defensa contra Virus.

En un princig)io se penso que el RNAI podria ser un eficiente sistema celular de
defensa antiviral®®®®. Especificamente en contra de los retrovirus que tienen un genoma de
RNA de cadena doble o de cadena sencilla. Estos ultimos, generan dsRNA como un
intermediario en el proceso de duplicacion de la informacion genética viral. En ambos casos
la maquinaria de RNAI estaria detectando el dsRNA del virus y degradandolo por la accién
de la RNasa Dicer para después ensamblar los complejos RISC que detendrian la sintesis
de cualquier proteina viral, degradando los RNA mensajeros virales.

Una de las evidencias mas solidas que apoyan esta hipétesis es el hecho de que las
plantas inhabilitadas genéticamente para llevar acabo el RNAi son extremadamente
susceptibles a infecciones virales®™. Por su parte, algunos virus de plantas han desarrollado
estrategias para interferir con el RNAI, generando proteinas capaces de inhibir uno o varios
de los componentes de la maquinaria del RISC o en general del fendmeno de RNAi. Como
ejemplo de esto esta la proteina Hc-Pro del potyvirus efch de la planta del tabaco, que
previene la acumulacion de los siRNA?!. Otro ejemplo es la proteina p38 del virus X de Ia
papa (PVX) que interfiere con el RNAi sistémico en la planta®.

> Regulacién Epigenética.

Otro proceso con el que pudiera tener relacion el RNAi es el silenciamiento
transcripcional o la definicion de regiones de heterocromatina en el genoma.

El silenciamiento transcripcional es un proceso altamente regulado que ocurre cuando
las histonas de una region del genoma sufren modificaciones covalentes que las “marcan”
indicandole a la maquinaria celular que esa region de DNA en especifico no debe ser
transcrita. Una de las modificaciones mejor caracterizadas que sufren las histonas es la
metilacion de la lisina 9 de la histona H3%. Esta metilaciéon especifica de un aminoacido
parece ser una marca inequivoca del DNA en estado heterocromatico, es decir, silenciado.
El caso contrario es la metilacion de lisina 4 de la misma histona H3, que se ha
correlacionado con cromatina no condensada y con una alta tasa de transcripcién®. Otra de
las modificaciones de las que son blanco las histonas incluyen la fosforilacion, cortes
proteoliticos, ubiquitinacién, acetilacién y desacetilacion®®. Todas estas modificaciones
ocurren en aminoacidos especificos, de tal manera que este sistema de “marcaje” funciona
como una especie de codigo — el cédigo de las histonas® - que la célula utiliza para definir
que secuencias deben transcribirse, (eucromatina) y cuales, por el contrario, deben
permanecer en un estado silenciado (heterocromatina). Las regiones del genoma que se
encuentran en estado heterocromatico son los telomeros (en los extremos de los
cromosomas) los centrémeros (en el centro de los cromosomas) algunas regiones
intergénicas y regiones con una gran cantidad de secuencias repetitivas®®. Todas las
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regiones heterocromaticas también presentan metilacion del dinuclétido CG. La metilacion

del DNA también participa activamente en la definicion de regiones heterocromaticas del

genoma'®.

El RNAi es, en principio y por definicién, un fenédmeno de silenciamiento
postranscripcional’?, ya que no afecta la transcripcion de un gen sino la traduccién del RNA
mensajero en proteina. Sin embargo, evidencia experimental muy reciente apunta a que el
fenomeno de RNAI, o por lo menos algunas de las proteinas involucradas en este fenémeno,
pudieran también jugar un papel en el silenciamiento transcripcional.

El ejemplo mas claro es en plantas, donde la introduccién de RNA de doble hebra
homc’:loqo a secuencias reguladoras, por ejemplo promotores, resulta en la metilacion de los
mismos'%"'%2, Esta metilacion del promotor conlleva a un “apagado” del gen.

Las plantas es el unico organismo donde se ha observado la metilacion de secuencias
genomicas mediada por dsRNA de manera directa. Plantas mutantes en alguna de las
proteinas de la maquinaria del RNAI, y que por tanto son incapaces de llevar a cabo el
fenébmeno de silenciamiento postranscripcional, también presentan un incremento en la
movilidad de transposones'® ademas de esterilidad y problemas en el desarrollo'®'%.

Por su parte, en el nematodo C. elegans los animales con versiones no funcionales
de mut-7 (una helicasa que se cree forma parte del RISC y es indispensable para el RNAI)
también presentan un desilenciamiento de transposones en linea germinal'”’. Por su parte
mutantes en Dicer y Argonauta también resultan en animales con fenotifos asociados al

aumento en la movilidad de transposones e inestabilidad cromosémica'®""°.

El caso mas claro de la relacion entre la maquinaria de RNAI y la metilacion de las
histonas es el de la levadura Schizosaccharomyces pombe. En este organismo, mutantes en
Dicer, Argonauta y la RNA polimerasa dependiente de RNA (RPdR) presentan un
desilenciamiento generalizado de transposones'' y regiones centroméricas'' acompanada
de una perdida en la metilacion de la lisina 9 de la histona H3 conjuntamente con un
aumento en la metilacién de lisina 4'">. Esta pérdida de regiones heterocromaticas va
acompanada de la acumulacion de dsRNA homélogo a regiones altamente repetidas del
genoma''. Esta evidencia apunta a que la perdida de la maquinaria de RNAi en esta
levadura va acompanada de la perdida de la capacidad para regular y silenciar parte del
genoma. El modelo propuesto para explicar este fenémeno sugiere que las regiones
altamente repetidas del genoma pueden generar dsRNA, el cual es procesado por la
maquinaria del RNAi a siRNAs que en un complejo parecido a RISC (pero de localizacién
nuclear) estaria dirigiendo a metilasas de Histonas y a DNA metil transferasas a las regiones
homologas al dsRNA'". Esta seria una elegante explicacién a como una célula define que
regiones deben ser silenciadas y cuales no. En genomas tan grandes y tan complejos como
los eucariontes seria imposible tener enzimas que reconocieran de manera secuencia-
especifica que regiones deben heterocromatinizarse. Que el dsRNA sea el responsable de
definir estas regiones parece ser una solucion légica y simple a este complejo problema.

Sin embargo, probar esta hipétesis en mamiferos ha sido una tarea mas complicada
de lo que originalmente se pens6. Hasta la fecha se define al RNAi en mamiferos como un
fendmeno de silenciamiento postranscripcional y no se tienen reportes de que el dsRNA
pueda provocar un silenciamiento pre-transcripcional de algin gen.
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> Micro RNAs.

Sea cual fuere el papel fisiolégico del RNAI, es claro que este fendbmeno no ha
evolucionado para satisfacciéon de cientificos interesados en silenciar genes para entender
diversos fenémenos biolégicos. Para entender cual podria ser uno de los papeles del RNAI
en animales, seria necesario primero saber en que condiciones las células producen RNA de
doble hebra.

En mamiferos los dsRNA mas abundantes son los llamados micro RNAs. Los micro
RNAs son RNAs de doble hebra de aproximadamente 21 nucleétidos en su forma madura®,
muy parecidos a los siRNAs mediadores del RNAi'". Los precursores de los micro RNAs
(pre-miRNA) son moléculas de dsRNA de aproximadamente 80 nt que forman estructuras
tallo-asa imperfectas''®. Los pre-miRNAs son reconocidos y cortados por Dicer, la misma
enzima que procesa y da origen a los siRNA del RNAi'"*""®. Estas formas maduras de micro
RNAs se ensamblan en un complejo multiproteico denominado miRNP por “micro RNA
Ribonuclear Complex”®. Este miRNP es muy parecido al RISC y de hecho comparten a
varias de las proteinas como Argonauta y helicasas. Los complejos miRNA- mlRNP se
aparean de manera imperfecta a regiones 3° UTR no traducidas de mRNA blanco''’. Este
apareamiento imperfecto resulta en una inhibicién de la traduccion de ese mensajero en
especifico. Aparentemente es el apareamiento imperfecto el que determina que la traduccion
del mRNA se inhiba y no sea degradado como ocurre en el fendmeno de RNAI y los siRNA,
en donde el apareamiento del siRNA con el mRNA es perfecto.

Los micro RNAs han demostrado jugar un papel importante en la regulacion de
procesos de desarrollo y diferenciacién en distintos organismos''®. Por e1]emplo en C.elegans
los micro RNAs let-7 y lin-4 regulan el paso de una etapa larvaria a otra''° . En Drosophila el
micro RNA “Bantam” esta involucrado en procesos de diferenciacion y prohferacaon celular
en etapas embrlonarlasm. Otros micro RNAs estan involucrados en el desarrollo
morfogenético de plantas'?’

En mamiferos se han identificado una gran cantidad de micro RNAs con posibles
genes blancos que podrian estar relacionados a desarrollo’?. También hay fuerte evidencia
de que la expresion de los distintos micro RNAs de mamifero es especifica al tipo celular y
etapa del desarrollo'?*'%,

Es sorprendente que, a pesar de que algunos autores habian imaginado una
regulacion génica sobre la base de RNA hace ya mas de 30 anos'?® el fenémeno de
silenciamiento postranscripcional mediado por dsRNA no halla sido descubierto hasta afios
recientes. Sin duda aun hace falta mucho trabajo para esclarecer todos los detalles del
fenomeno de RNAIi y sobretodo el papel fisiolégico que este juega en los distintos
organismos. En la figura 3 se ejemplifican las distintas vias de silenciamiento mediadas por
el dsRNA.

12



[CITOPLASMA

DCER -__// -1 3
" # I'- T ]
& nicER ()
\1? M |nmb.fr'a?i|aﬂmmn /“m
( \- . L aaal

2)
\
SiRNA (21 nt)
Via mlcm-RNA 5)
(3)

Famiiia MM
\ m~@5~ 5
. = FMRP
'...//’,wm o
Cermiod | Sicar?
RISC

Figura3.- Silenciamiento mediado por dsRNA. El dsRNA puede ser transfectado en la célula o generarse
de manera enddgena (1) por secuencias repetidas en el genoma, genes de micrRNAs o transgenes. El
dsRNA es exportado al citoplasma donde la RNasa Dicer lo reconoce y procesa (2) en fragmentos de 21
nucledtidos (siRNA). Estos se ensamblan (3) en un complejo multiprotéico denominado RISC. En la via de
RNAI (4) el complejo siRNA-RISC es responsable de identificar RNA mensajeros homologos y degradarios
(5). En algunos organismos como plantas y C. elegans, una RNA polimerasa dependiente de dsRNA (6) usa
como templado el complejo siRNA-mRNA para genera mas dsRNA lo que amplifica el fenédmeno al generar
nuevo dsRNA (7). En el caso de micro RNAs (8) el apareamiento imperfecto entre el complejo RISC-siRNA y
la region 3'UTR del mensajero blanco inducen una represion de la traduccion. La via menos estudiada es la
del silenciamiento transcripcional (TGS) mediado por dsRNA (9), donde los siRNA dirigen la (10)
heterocromatinizacion de regiones homaélogas en el genoma.
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TECNOLOGIA CON BASE EN RNAI; APLICACIONES Y TERAPEUTICA

Los proyectos de mega secuenciacion de genomas completos sin duda han
contribuido al entendimiento de los procesos biolégicos a nivel molecular. Sin embargo, a
pesar del enorme esfuerzo que representa secuenciar un genoma, caracterizar la funcion de
cada proteina codificada es un esfuerzo que aun no ha concluido y que requiere de otro tipo
de metodologias que puedan ser aplicadas de forma sistematica y masiva.

Eliminar un gen por recombinacion homologa es quizas el camino mas directo para
conocer y entender la funcion de una proteina determinada. No obstante, en distintos
organismos, especialmente en mamiferos, es una metodologia lenta y tecnolégicamente
demandante, en la que no siempre se obtienen los resultados esperados. Por otro lado las
aproximaciones antisentido, las ribosimas o la expresion de mutantes negativas no han
funcionado como se esperaba.

El descubrimiento del RNAI o silenciamiento postranscripcional mediado por dsRNA a
complementado los proyectos de mega secuenciacion revolucionado la manera en la que los
experimentadores estudian la funcion de cada proteina. EI RNAi permite silenciar la
expresion de un gen de manera rapida, altamente especifica y con una eficiencia
sorprendente. A esto se le suma el relativo bajo costo del RNAi en comparacion a las demas
metodologias.

Actualmente se han desarrollado distintas estrategias para iniciar el fenémeno de
RNAi en varios organismos’®. Por ejemplo en C. elegans, la inyeccion de dsRNA en
diferentes partes del gusano es una practica cotidiana para interferir un gen72. Otra
estrategia en el nematodo es alimentarlo con bacterias E. coli transformantes que expresan
un dsRNA determinado'®. Actualmente se cuenta con bibliotecas de mas de 16,000 cepas
diferentes de bacterias que expresan distintos dsRNA lo que cubre el 86% de los marcos de
lectura abiertos del genoma del gusano'?. Este tipo de trabajos han llevado a algunos
autores de hablar del “RNAi geondémico” ya que actualmente, con la disponibilidad de las
secuencias de todos los genes de un organismo, es virtualmente Posibie silenciar a todos y
cada uno de ellos de manera independiente y casi automatizada®'?%.

En células de mamifero, la introduccion de dsRNA mayor a 30 pares de bases
desencadena una respuesta tipo antiviral parecida a la que induce el interferon:'?'* e
dsRNA activa a la proteina cinasa R (PKR) que a su vez activa a la RNAsa L, la cual
degrada de manera inespecifica todos los RNA mensajeros de la célula. Al final, no solo hay
una inhibicién de la sintesis protéica generalizada, sino que la célula entra en apoptosis y

muere.

Para evitar esta respuesta inespecifica del dsRNA, en células de mamiferos se
utilizan fragmentos de 21 nucleétidos (siRNAs) con extremos 5° fosforilados y 2 o 3 bases
desapareadas en el extremo 3%, Esta estructura asemeja a los productos generados por la
RNasa Dicer y no activan a PKR. Los siRNA pueden ser sintetizados quimicamente o ser
generados a partir de dsRNA digeridos con la enzima recombinante Dicer in vitro.
Posteriormente, estos siRNA son microinyectados o transfectados en las células para iniciar
el RNAI.



Un hecho importante es que, si estos 21 nucleétidos de un siRNA comparten
homologia con varias proteinas, todas ellas seran silenciadas por igual. No obstante, el
encontrar 21 nucleétidos que sean especificos para un mensajero en particular no es algo
imposible: 21 nucledétidos con cuatro combinatorias (A, C, T, G) nos da un nimero de
194,481 combinaciones diferentes. Se estima que en el genoma humano hay unos 35,000
genes, por lo que encontrar un siRNA especifico para cada uno no parece ser complicado.
Este hecho incluso abre la posibilidad de inhibir de manera especifica isoformas de un gen o
a versiones mutadas de éste.

Respecto al disefo de los siRNA hay que tener en cuenta que no todos las
secuencias son igualmente efectivas para interferir el mismo RNA mensajero: los siRNA
disefiados homoélogos a regiones donde el mRNA presenta estructuras secundarias
complejas o que son blanco de reconocimiento de otras proteinas suelen tener menor
eficiencia’®. Hacen falta ensayos tipo “prueba y error” para identificar las regiones mas
susceptibles a la degradacion via dsRNA.

Otros grupos han desarrollado sistemas de expresion basandose en Plésmidos que
dirigen la expresion intracelular de dsRNA bajo promotores de Polimerasa I1'*', o siRNA, o
estructuras tallo-asa, dirigidas por promotores de la RNA Polimerasa 1117532,

Recientemente también se han desarrollado vectores de transferencia génica basada
en el uso de virus para interferir genes con RNAI. Por ejemplo lentivirus han sido modificados
genéticamente para expresar un siRNA homologo a CD25 en las células transducidas'®.
Los linfocitos T tratados con este lentivirus redujeron la cantidad de CD25 en su superficie y
hubo una marcada disminucién es su proliferacion mediada por IL-2. Estos tipos de virus han

sido muy utiles en lineas celulares o cultivos primarios dificiles de transfectar.

Otro campo en el que las tecnologias basadas en el uso del RNAI han tenido un gran
impacto es en la generacion de animales transgénicos. Células totipotenciales obtenidas de
embriones de raton (ES) infectadas con virus o transfectadas con construcciones para
generar siRNA han sido utilizadas para generar animales transgénicos que expresan un
siRNA y por lo tanto presentan el fenotipo de la ausencia de proteina para la cual es
homadlogo. Ejemplo de esto es la generacion de un ratéon “knock down” (RNAI) para la
enzima DNA-N-glicosilasa'®. Este animal incluso fue capaz de heredar el efecto de
silenciamiento a su progenie.

En el caso de mamiferos los resultados mas impresionantes en ia inhibicion de un gen
en animales adultos mediante RNAIi se han logrado inyectando siRNA acoplados a lipidos al
torrente sanguineo ' o por medio del método hidrodinamico. Esta dltima técnica consiste en
inyectar de manera intravenosa a los siRNAs en un volumen igual a la mitad del volumen
sanguineo del animal de forma extremadamente veloz (de 7 a 10 segundos), lograndose una
transfeccion y distribucion sistémica de los siRNA. Con esta metodologia se ha interferido
eficientemente la expresion del gen FAS'® o el transgen de Luciferasa en ratones adultos'’.

Desde sus inicios, se propuso que el RNAi podria ser una herramienta terapéutica en
el tratamiento de distintas patologias donde la sobreexpresion de un gen o la presencia de la
version mutada de una proteina son las causantes de la enfermedad.

Por ejemplo, en la enfermedad neurodegenerativa Alzheimer, el exceso de la proteina
beta-amiloide (BA) esta relacionado a una degeneracion de ciertas partes del sistema
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nervioso central. A este respecto algunos grupos han usado siRNA Fara inhibir una de las
proteinas clave en la sintesis del BA en cultivo primario neuronal ¥ resultando en una
considerable reduccion de los niveles de esta proteina, acompafado de una disminucion en
la citotoxicidad.

Por otro lado, en distintos tipos de cancer se presentan versiones mutadas de
proteinas que inducen una proliferacion excesiva, estos llamados oncogenes han sido por
anos el blanco terapéutico en distintos canceres. La posibilidad de interferir la traducciéon de
las versiones mutadas de oncogenes, dejando intactas las versiones funcionales, es el
objetivo final de todo disefio de drogas antineoplasicas. Trabajos in vitro han demostrado
que los siRNA podrian ser la mejor droga de disefo que uno pudiera imaginar. La posibilidad
de encontrar una secuencia de 21 nucléotidos que sea especifica para cada oncogen pero
que no interfiera con las versiones silvestres es una posibilidad real. A este respecto
Brummelkamp et al'® lograron la interferencia especifica del oncogen RAS-v12 mediante un
lentivirus modificado que expresa un siRNA homologo al gen mutado. El oncogen Ras-V12
tiene una mutacion puntual en el codon "GGA” (Glicina) que lo convierte en “GTA” (Valina).
El cambio de este aminoacido resulta en una versién hiper-activa de la proteina que conlleva
a una proliferacion excesiva. El uso de este lentivirus inhibié al oncogen Ras-V12 pero no
afecto la expresion del gen silvestre [Ras-G12]. Este trabajo se suma a los de la interferencia
del oncogen ber-abl'®, E6, E7'*! entre otros y es sélo un ejemplo de la especificidad y
alcance que el RNAI pudiera tener en el combate del cancer.

Otro campo en el que el RNAI ha tenido un fuerte impacto es la Virologia. Trabajos
recientes han logrado inhibir la expresion de proteinas virales de manera eficiente y
especifica e incluso se ha logrado una disminucién de la infectividad o de la carga viral,
resultado de una inhibicién del proceso de infeccion.

Ejemplo de ello es la interferencia de la proteina p24 de la capside viral del VIH'* o
las proteinas reguladoras Rev y Tat del mismo virus'*®. Otras proteinas virales que también
han sido interferidas con RNAi son la RNAP del virus de la Polio’*, |as proteinas E6 y E7 de
Papilomavirus'* o la proteina 5B del Virus de Hepatitis C'*6.

Aunque los resultados obtenidos en la inhibicion de genes involucrados en
enfermedades virales con metodologias basadas en el uso de RNAi son alentadores, en la
practica, aun falta mucho por hacer para desarrollar terapias basadas en el dsRNA. Uno de
los principales problemas es la via de administracion. Hoy en dia, los vectores virales
disponibles o el “método hidrodinamico” no son una opcién terapéutica real en humanos.

En este sentido, el trabajo de tesis presentado aqui, demuestra por primera vez la
inhibicion de la infeccién in vitro e in vivo de un virus animal altamente citolitico y citotéxico,
mediante el uso de dsRNA homologo a mRNAs virales esenciales para la infectividad del
virus. De esta manera, este trabajo es pionero en el campo del RNAi y la virologia, al
demostrar que la aplicaciéon sistémica de dsRNA puede prevenir infecciones virales en
animales vivos.
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OBJETIVO | JUSTIFICACION

Actualmente existe una fuerte evidencia experimental que apoya y valida el uso de
RNA de doble hebra para interferir con la expresion de genes virales via RNAIi. No obstante,
aun hacen falta mas experimentos para demostrar su factibilidad como una herramienta
terapéutica en el combate de infecciones virales in vivo.

Al momento de realizar este trabajo no se contaba con evidencia alguna de que el
RNAI funcionara para inhibir la expresion de genes virales. Por esta razén nos propusimos
generar un modelo para probar el concepto de que la inhibicidn de genes virales mediante
RNAI permitiria interferir con el curso de una infeccion viral por Baculovirus.

Por otro lado, proponemos que el uso de RNAI representa una alternativa viable al
uso de la genética reversa clasica, la cual es mucho mas dificil y tardada de implementar en
virus de genomas tan complejos como el de Baculovirus.
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HIPOTESIS

El RNAI permite la inhibicion de la expresion de genes estructurales y no estructurales
en Baculovirus.

Es posible utilizar RNAi en Baculovirus como una alternativa a la genética reversa
clasica.

La introduccion de dsRNA con secuencias homélogas a genes esenciales para la
virulencia de Baculovirus inhibiran la infeccion in vitro e in vivo de este virus.

1R



METODOLOGIA

Cultivo celular de Células Sf21.

La linea celular Sf21 fue comprada de la compania Invitrogen. Las células fueron
cultivadas a 27°C en medio de insecto Grace suplementado con 3.3 g/l de lactoalbumina
hidrolisada, 3.3 g/l de yeastolate, 2 mM de L-glutamina, 100 upg/ml de
penicilina/estreptomicina y 10% de suero fetal bovino (SFB) inactivado por calor. Para los
cultivos liquidos ademas se agrego 0.1% de acido plurénico como sulfactante.

Produccion del Baculovirus Recombinante AcMNPV-GFP

El cDNA de la proteina fluorescente verde (GFP) se obtuvo del plasmido comercial
pEGFP-N1 para ser clonado en el vector pBlueBac4 bajo el control del promotor de
polihedrina. La construccion pBB4-GFP fue cotransfectada en células de insecto Sf21 junto
con DNA linearizado del virus AcMNPV. De esta manera ocurre un evento de recombinacion
entre el DNA viral y el plasmido pBlueBac4-GFP obteniéndose virus recombinantes que
expresan GFP en las células infectadas.

Sintesis de dsRNA.

dsRNA-gp64: los nucleétidos 109,330 a 109,949 del genoma de AcMNPV fueron
amplificados por PCR. Esta secuencia corresponde a los primeros 619 nucleétidos del gen
viral gp64. Una vez corroborada la secuencia, fue clonada en el sitio multiple de clonacién
del plasmido pPD129.36 el cual esta flanqueado por dos promotores invertidos de la
polimerasa T7. La secuencia de los promotores de T7 y el fragmento del gen fueron
amplificados por PCR usando oligos universales de T7. (5'- TAATACGACTCACTATAGGG
—-3") El producto de PCR se uso como templado para la transcripcién in vitro usando a la
Polimerasa T7 y ribonucleétidos. El dsRNA asi obtenido fue tratado con DNasa | previo a
una extraccion con una solucién Fenol-cloroformo 1:1 para eliminar cualquier rastro del
templado de DNA. Para favorecer la formacion del RNA de doble hebra, el RNA fue
calentado a 95 °C y luego dejado enfriar a temperatura ambiente. Por altimo se corroboré la
integridad del dsRNA sometiéndolo una muestra a electroforesis en un gel de agarosa al 1%
en TAE tefido con bromuro de etidio.

dsRNA-GFP: para la produccién de dsRNA de GFP se siguié un protocolo idéntico al
utilizado para gp64 excepto que en este caso se cloné el gen completo gfp (PEGFP-N1) en
el plasmido pPD129.36 - aproximadamente 700 nucleétidos. Una estrategia similar se us6
para el promotor de polihedrina.

dsRNA-ie1: para producir dsRNA homologo a ie1 se utilizé la secuencia que va del
nucleétido 19 al 470 del gen ie1 - correspondiente a la regién amino terminal de la proteina
(el coddn de inicio ATG esta en la posicidon numero uno). Una vez clonado este fragmento en
el plasmido pPD129.36 se siguié una estrategia idéntica a la de los otros genes para
producir el dsRNA.

Para la produccion de RNA de cadena sencilla se uso el plasmido pPD129.36 como
templado en vez del producto de PCR. Para evitar la doble trascripcion de los dos
promotores T7 el plasmido fue previamente linearizado con la enzima de restriccion Hindlll
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que corta antes del segundo promotor T7. Para obtener la cadena complementaria, el
plasmido fue linearizado con Notl que corta después del primer promotor T7.

Purificacion de dsRNA con Fenol:Cloroformo.

Para purificar el RNA con fenol, se agrega agua tratada con DEPC hasta alcanzar un
volumen de 400 ul seguido de 40 ul de Acetato de Amonio 5M. Posteriormente se agregan
400 ul de una mezcla 1:1 de cloroformo y fenol saturado con buffer acido. A continuacion se
mezcla por vortex la muestra durante 1 minuto a maxima potencia. Seguidamente se
centrifuga a maxima velocidad por 2 minutos. Se toma la fase acuosa (superior) y se pasa a
un tubo nuevo al cual se agrega 1 volumen (400 ul) de cloroformo. Esta se mezcla por vortex
nuevamente y es sometida a centrifugacion por 1 minuto a maxima velocidad. Se toma la
fase acuosa (superior) y se pasa a un tubo nuevo al cual se le agrega 1 Volumen de alcohol
Isoamilico y 1 ul de glucégeno (2 mg/ml). Esta muestra se incuba a — 20 °C por un periodo
de al menos media hora al cabo de la cual se centrifuga a maxima velocidad por 10 minutos.
El botén obtenido después de este paso es lavado dos veces con etanol al 70% en agua
tratada con DEPC y resuspendido finalmente en agua tratada con DEPC.

Transfeccion del dsRNA.

Para cuantificar la concentracion del dsRNA se empleo un espectrofotometro
utilizando la siguiente ecuacién:

(Abs. 280 nm) x 45 x Factor de Dilucion/1000 = ug/ul de dsRNA

Para realizar las transfecciones se utilizaron 5 ug de dsRNA por cada millén de
células de insecto. El dsRNA fue incubado durante 40 minutos con una solucién del lipido
Cellfectin™ (0.5 mg/ml). Esta mezcla fue después afiadida a un millon de células en
suspension en medio Grace sin suero fetal bovino. Se permitié que la transfeccion ocurriera
a 27 °C por un periodo de entre 12 y 16 horas al cabo de las cuales se agrego un volumen
igual de medio Grace con 20% de suero fetal bovino. Las células asi transfectadas se
dejaron por 48 horas mas a 27°C para permitir que éstas se dividieran y recuperasen de la
transfecciéon antes de ser utilizadas.

Produccion de siRNAs.

Para la generacion de siRNA se utilizé la enzima recombinante Dicer humana del kit
de la compania Human Therapy Systems siguiendo las instrucciones del fabricante.
Brevemente: 1 ug de dsRNA sintetizado in vitro se incubo toda la noche a 37°C con la
enzima Dicer humana. Los siRNA asi producidos fueron transfectados (previa purificacion
mediante una extraccién Fenol-Cloroformo) de la misma manera en que se transfect6 el
dsRNA. Para verificar la eficiencia del corte de la enzima, se analizé una reaccion de
digestion en un gel de agarosa de bajo punto de fusion al 4% verificandose la presencia de
fragmentos de 21 nucledtidos.
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Microscopia Confocal.

Las células Sf21 transfectadas con dsRNA y luego infectadas con AcCMNPV-GFP
fueron fijadas 48 horas post-infeccion con una solucion fria de paraformaldehido al 3%
durante 30 minutos. El anticuerpo primario utilizado para detectar GP64 fue el AcV5 de
eBiosciences, y como anticuerpo secundario un anticuerpo anti-ratén acoplado a Rodamina.
Para la deteccion de GP64 se excitd la rodamina con un una longitud de onda de 570 nm y
la emision fue colectada a 590 nm - canal Rojo. Para detectar la proteina GFP presente en
las células infectadas con AcMNPV-GFP se excitaron las células a 395 nm y para detectar la
emision se uso el filtro de 540nm - canal Verde. El doble marcaje fue observado en Amarillo
resultado de la combinacion del canal Verde (GFP) y el canal Rojo (GP64)

Ensayos de pB-galactosidasa

Células Sf21 transfectadas con dsRNA vy luego infectadas con AcMNPV-GFP fueron
centrifugadas durante 30 segundos a 16,000 rcf. Las células asi obtenidas fueron lisadas en
0.05 ml del buffer “Reporter lysis buffer’ de Promega. Para detectar y cuantificar la presencia
de la enzima B-galactosidasa se empleo el substrato o-nitrophenyl-p-D-galactoside (ONPG)
que al ser hidrolizado por la enzima B-galactosidasa da como resultado un producto de color
amarillo que puede ser cuantificado espectrofotometricamente a 405 nanémetros.

Las reacciones fueron hechas por triplicado en placas de 96 pozos agregando 0.2 ml
de una solucién de ONPG (4 mg/ml) a 20 ul de lisado celular. La reaccién se incubd a 37 °C
por 30 minutos al cabo de los cuales se agregaron 0.05 ml de una solucion de bicarbonato
de Sodio 1M para detener la reaccion. La absorbancia a 405 nm fue cuantificada en un lector
de placas de ELISA. Para determinar las unidades (U) de B-galactosidasa se usoé la siguiente
ecuacion:

U de p-gal por mg de proteina = (Abs. 405nm X 1.7) / (0.0045 X Tiempo X mg/ml de
proteina X ml de lisado utilizado)

Para cuantificar el blanco se uso lisado de células Sf21 no infectadas.
Ensayos de Placa y determinacion del titulo viral

Para realizar los ensayos de placa y determinar él titulo viral de los sobrenadantes de
las células Sf21 transfectadas con dsRNA y luego infectadas con ACMNPV-GFP se utilizaron
placas de cultivo de 6 pozos. En cada una de ellas se sembraron dos millones de células
Sf21 por pozo. Se permitioé que las células se adhirieran por 30 minutos al cabo de los cuales
fueron infectadas con diluciones seriales hechas a partir del sobrenadante de células
infectadas con AcCMNPV-GFP. Se permitié que la infeccion ocurriera por un periodo de 1
hora a 27 °C después del cual se aspir6 el sobrenadante y se lavo a las células con 1 ml de
medio Grace. Por ultimo se agregaron 2 ml de medio Grace 10% SFB, 1.5% de agarosa de
bajo punto de fusién y 1 ml de medio Grace 10% SFB una vez solidificada la agarosa.

Las células fueron monitoreadas para la aparicion de placas GFP positivas durante las
siguientes 72 horas. Las unidades formadoras de placas por mililitro (pfu/ml) fueron
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calculadas multiplicando el numero de placas positivas a GFP observadas por el reciproco

de la dilucién.
Todos los ensayos en que se determinaron las unidades formadoras de placas fueron

hechos por triplicado.
Para infectar las célula a una Multiplicidad de Infeccion (MOI) determinada se uso la

siguiente formula:

(MOI deseada) x (# de Células)
Titulo viral (pfu/mL)

= ml de stock viral a utilizar

RT-PCR semicuantitativo.

El RNA total de las células transfectadas con dsRNA y luego infectadas con AcCMNPV-
GFP se purifico utilizando el reactivo TRIZol de la compaiiia Invitrogen. El RNA asi obtenido
fue cuantificado espectrofotometricamente y una muestra fue sometida a electroforesis en un
gel de agarosa al 1% en agua tratada con DEPC para corroborar la calidad e integridad del
RNA.

Para evitar la contaminacion con DNA de las muestras, 5 pg del RNA total fueron
tratados con 15 unidades de DNasa | (Libre de RNasa) por 20 minutos a 37°C. Después de
la digestion con DNasa | las muestras fueron purificadas con una solucién 1:1 de Fenol-
cloroformo.

Para la retrotranscripcion del RNA en cDNA y la reaccion de PCR se utilizo el kit de
Invitrogen SuperScrip™ One Step RT-PCR system. Este kit tiene la caracteristica que la
reaccion de retrotranscripcion y amplificacién ocurren en el mismo tubo de manera
secuencial.

Para cada reacciéon de RT-PCR, 200 ng de RNA total (tratado con DNasa 1) fueron
usados en reacciones de 50 ul. La concentracion de los oligos utilizados fue de 0.2 uM.

A continuacioén se presenta una lista de los Oligos:

Gen Oligo Forward Oligo Reverse
B-Actina | 5-GATATGGAGAAGATCTGGCACCAC-3’ 5 -TGGGGCAGGGCGTATCC-3’
5"-GAAAACAGTCGTCGCTGTCA-3" 5 -TATAGTCGACGAGCACTGCAACGCGCAAATG-3’
ie1 5-GCGCCGTATTTAATGCGTTT-3" 5-GAGGAATTTCTATGCCGGTITC-3’
afp 5-ATATCCCGGGATGGTGAGCAAGGGCGAG-3~ | 5-GCTCGTCGACCTTGTACAGCTCGTCCATGC-3"

El programa de RT-PCR utilizado es como a continuacién se describe:

Paso Temp. | Tiempo Ciclos
Retrotranscripcén. 50°C 30 minutos 1
Desnaturalizacion Inicial. 94°C 2 minutos 1
Desnaturalizacion 94°C 15 segundos
Annealing 55°C | 30 segundos 21
Extension 72°C 50 segundos
Extension final 72°C 2 minutos 1
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Para asegurar que no hubiera contaminacion con DNA en las reacciones de RT-PCR,
controles en los que no se incluyo la transcriptasa reversa fueron hechos. En ningun caso se
obtuvieron bandas.

En todos los casos 15 ul de la reacciéon de RT-PCR fueron sometidos a electroforesis
en geles de agarosa al 1.5%. Los geles fueron después tefiidos con una solucién de bromuro
de etidio (0.25 nug/ml) y analizados en un equipo Typhoon 8600 Imager después de destenir
el exceso de bromuro de etidio.

Microscopia Electronica

Células: Células Sf21 transfectadas con dsRNA vy luego infectadas con AcMNPV-GFP
o células sin infectar (control negativo) fueron fijadas con una solucion de glutaraldehido en
buffer salino por 2 horas a temperatura ambiente.

Las células fijadas fueron después sometidas a las técnicas estandar de microscopia
electrénica de tincidon negativa.

Virus: El sobrenadante de células infectadas fue centrifugado por 10 minutos a 16,000
rcf para eliminar desechos celulares. Posteriormente se agrego un volumen igual de
polietilenglicol al 20% en 1M de NaCl al sobrenadante clarificado. El sobrenadante con PEG
fue centrifugado de nuevo por 10 minutos a 16,000 rcf obteniéndose un botén que fue lavado
con agua bidestilada dos veces. El boton fue finalmente resuspendido solucién salina.

Los virus purificados de esta forma fueron después sometidos a las técnicas estandar
de microscopia electronica de tincién negativa.

Infeccion de larvas de Tenebrio mollitor

Larvas de Tenebrio mollitor fueron compradas en una tienda de mascotas local. Para
infectar las larvas con Baculovirus AcCMNPV-GFP éstas fueron inyectada en la hemolinfa con
2 ul del mismo stock viral usado en los experimentos de infecciéon de células Sf21 (titulo de 1
x 10 7 pfu/ml).

De la misma manera 0.5 ug de dsRNA fue inyectado en la hemolinfa de algunas
larvas previa infeccion.

Para determinar la presencia de GFP en las lavas infectadas se empleé microscopia
confocal usando el objetivo de menor amplificacion (10X). A las larvas muertas se les inyecto
también 2 ul de una solucion de X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indoil-B-D-galactésido) al 0.05%
en DMSO. El X-Gal es degradado por la B-galactosidasa en un compuesto de color azul
facilmente identificable.
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RESULTADOS

Las células Sf21 infectadas con AcMNPV-GFP expresan la proteina fluorescente verde.

Células Sf21 fueron infectadas a distintas multiplicidades de infeccién (MOI) de
AcMNPV-GFP. Para evaluar el grado de infeccion, la cantidad de células expresando GFP
fue cuantificada usando citometria de flujo 72 horas post-infeccion. En la figura 4 se
observan los resultados obtenidos de este experimento. Como puede observarse, hay un
corrimiento logaritmico de la fluorescencia del canal verde conforme aumenta la MOI, es
decir, mayor es el numero de células expresando GFP.

Otro marcador de infeccion que pudo ser observado usando citometria de flujo es el
grado de complejidad de las células. En el panel inferior de la Figura 4 se muestran las
graficas de la “desviacion frontal de luz” (FSC-H) contra la “desviacion lateral de luz” (SSC-

H).
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Figura 4.- Citometria de Flujo de células de insecto Sf21 infectadas a distintas MOl de AcMNPV-GFP. En el panel
superior se muestra el corrimiento de la fluorescencia del canal verde conforme aumenta la MOI. Esto es directamente
proporcional a la infeccion de AcCMNPV-GFP. En el panel inferior se ve la relacion entre “dispersion frontal de luz” (FSC-H)
y “dispersion lateral de luz (SSC-H) de las células infectadas. En ésta se observa un corrimiento de la SSC-H conforme es
mayor la infeccion por Baculovirus

La dispersién frontal de luz es un parametro directamente proporcional al tamano de
las células. Como puede verse éste es relativamente homogéneo en las células Sf21 ya sea
que estén o no infectadas. La desviacion lateral de luz por su lado es una medida compleja
que refleja varios factores, entre los que se cuentan la rugosidad de la superficie celular, la
densidad citosdlica, y otros factores poco explorados.
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Como puede verse la “complejidad” de la dispersion lateral de las células también
aumenta conforme aumenta la MOI. Esto debido, muy posiblemente, a los cambios
morfolégicos antes descritos que sufren las células durante la infeccion por Baculovirus.

La transfeccion de las células de insecto con dsRNA homologo a gp64 o gfp inhibe la
produccion de GP64 y GFP de células infectadas a baja MOI (0.05)

Para probar la hipotesis de que el RNAi puede ser usado para inhibir la expresion
especifica de genes virales, células Sf21 fueron transfectadas con dsRNA homologo a la
proteina de la capside viral GP64 o a la proteina fluorescente verde (GFP). La glicoproteina
GP64 es un componente de la capside de los virus gemados y ha sido relacionada
directamente a la infectividad de Baculovirus'™.

Las células transfectadas con los distintos dsRNA fueron infectadas a una MOI de
0.05 con el virus AcMNPV-GFP 48 horas después de la transfeccion. La figura 5 muestra la
cantidad de células verdes cuantificada mediante citometria de flujo al cabo de 96 horas
post-infeccion.

Como se puede ver en la figura 5, la transfeccién de las células Sf21 con dsRNA
homélogo a gfp (dsRNA-gfp) fue capaz de interferir con la fluorescencia en el canal verde, lo
que se relaciona con una ausencia de la proteina GFP viral. Esta falta de fluorescencia no
interfirid6 con el desarrollo normal de la infeccion por Baculovirus: las células se lisaron al
cabo de cuatro dias de haberse tomado las muestras. Otro parametro que indica que la
infeccion de Baculovirus no fue afectada por la transfeccion es el corrimiento de la
desviacion lateral de luz (SS).

Control AcMNPV-GFP AcCMNPV-GFP AcMNPV-GFP AcMNPVY-GFP
dsRNA-gfp dsRNA-gp64 P dsRNA-PhP

Figura 5.- Citometria de Flujo de células SF21 infectadas a MOI 0.05 de AcMNPV-GFP previa transfeccion con dsRNA
homélogo a gfp, gp64 o al promotor de polhiedrina como control negativo. En el panel superior se muestra la
cuantificacion de la cantidad de células expresando GFP: el recuadro gris muestra la ventana GFP positiva y el porcentaje
la cantidad de células dentro de esta ventana. En el panel inferior: relacion entre la “dispersion frontal de luz" (FS) y la
“dispersion lateral de luz" (SS) de las mismas células infectadas. Como puede verse sélo hay un corrimiento de la
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La cuantificaciéon de GFP en las células transfectadas con dsRNA-gp64 también
resulté considerablemente disminuida. En este caso la desviacion lateral de luz (SS) no se
ve alterada lo que indica que la disminucién en la cantidad de células expresando GFP se
debe a una disminucion en el nimero de células infectadas con AcMNPV-GFP.

En el caso de las células transfectadas con dsRNA-gp64 no se esta inhibiendo la
infeccion viral sino que se estan produciendo virus mutantes (GP64 negativos) no infectivos.
Estos virus mutantes provienen de las células infectadas con la administraciéon primaria del
virus original de AcMNPV-GFP a MOI 0.05 (una de cada 20 células). La presencia de la
glicoproteina viral GP64 en la capside viral es solo necesaria para que el virus entre a una
célula pero no para el progreso de la infeccién viral una vez iniciada.

Estos experimentos demuestran que la inhibiciéon de genes virales con dsRNA es
posible y ademas especifica.

Por otro lado la transfecciéon de dsRNA homologo al promotor viral de Polhiedrina
(dsRNA-PhP) que controla la expresion de GFP en los Baculovirus recombinantes ACMNPV-
GFP, no tuvo ningun efecto en el transcurso de la infeccion viral o la expresion de GFP. Este
resultado indica que el tipo de inhibicion que se observa es de tipo postranscripcional.

En los experimentos en que se infectaron células Sf21 a una MOI de 1, (un virus por
célula) la transfecciéon con dsRNA-gp64 no tuvo ningun efecto. Esto porque al utilizar una
MOI de 1 todas las células fueron infectadas por la administracion inicial de AcMNPV-GFP.
Aunque los virus producidos por estas células posiblemente eran GP64 negativos, las
células murieron y expresaron GFP por la infeccion primaria. Resultados de este
experimento se muestra en la grafica 1.

Utilizando una MOI de 1, la inhibiciéon de dsRNA-gfp es de aproximadamente 80%
comparado a un 94% a MOI de 0.05. Esta disminucién en el efecto de inhibicion del dsRNA

es seguramente debido a la sobresaturacion del sistema de RNAI para inhibir la traduccion
del RNA mensajero de GFP.
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Cuantificacion de la cantidad de células expresando GFP por citometria de Flujo. Las
células fueron infectadas a MOI de 1 de AcMNPV-GFP. La cantidad de células GFP+ es
muy parecida entre las células transfectadas con dsRNA-gp64 y las que no fueron
transfectadas. El dsRNA homologo a GFP inhibié en méas de un 80% la fluorescencia de
GFP en las células infectadas. 2



En el momento que Baculovirus infecta una célula, algunas de las proteinas de la
capside viral son dirigidas a la membrana celular, entre ellas GP64. Cuando los viriones
producidos al interior de las células salen a través de la membrana celular éstos toman
consigo parte de la membrana y con ella proteinas virales®®. Por esto, la glicoproteina viral
GP64 puede ser detectada en la membrana celular de las células infectadas con
Baculovirus. Asi pues, en las células infectadas con AcMNPV-GFP, la presencia de GFP en
el citosol y GP64 en la membrana plasmatica sin indicativos de la infeccion viral.

Para detectar la presencia de GFP64 en las células infectadas se utilizé un anticuerpo
monoclonal especifico para GP64. Como anticuerpo secundario se empleé un anticuerpo
acoplado a Rodamina. En la figura 6 se muestran imagenes de microscopia confocal de
células tansfectadas con dsRNA-gfp, dsRNA-gp64 y dsRNA homodlogo al promotor viral
polihedrina. (dsRNA-PhP). 48 horas después de la transfeccion todas las células fueron
infectadas a MOI de 0.05 de ACMNPV-GFP.

MOI 0.05

AcMNPV-GFP
Control AcMNPV-GFP dsRNA-PhP

AcMNPV-GFP AcMNPV-GFP
dsRNA-gfp dsRNA- gp64

Figura6.- Microscopia confocal de células Sf21 96 horas post infeccion con ACMNPV-GFP (MOI 0.05) La
fluorescencia de la proteina GFP se ve en el canal Verde. La sefial de GP64 en el canal Rojo. En amarillo
se observa la colocalizacion de ambos canales.
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Como puede verse, las células que no fueron transfectadas con dsRNA o que fueron
transfectadas con dsRNA-PhP expresan GFP y presentan una sefal positiva para GP64
resultado de la infeccion viral con AcCMNPV-GFP. Por otro lado, las células que fueron
transfectadas con dsRNA-gfp no expresan la proteina fluorescente verde pero si presentan
sefial de fluorescencia en el canal rojo que corresponde a GP64. Este resultado indica que el
efecto del dsRNA-gfp fue especifico para interferir con la traduccién de GFP pero no interfirid
con la infeccién viral.

Por el contrario, la mayoria de las células transfectadas con dsRNA-gp64 no
presentan sintomas de infeccion viral (no expresan GFP y dan sefial negativa para GP64).
En la imagen dsRNA-gp64 se ven algunas células GFP+, GP64+. Estas seguramente
corresponden a las células que fueron infectadas por la administracion inicial del virus —MOI
0.05 (una de cada veinte células) o que no fueron transfectadas eficientemente.

El dsRNA se localiza en el interior del citoplasma celular.

Para confirmar que el dsRNA estaba entrando al interior de las células se realizaron
transfecciones de células Sf21 con dsRNA marcado con fluoresceina (verde). El tamafo de
estos dsRNA es de 21 nucledtidos, igual a los siRNAs mediadores del fenomeno de RNAI.
Para tener una referencia del citoplasma, las células transfectadas con los siRNA
fluorescentes fueron incubadas con el compuesto permeable Brefeldina A acoplada a
BODIYP™ 558/568; un compuesto fluorescente rojo. La Brefeldina resulta un excelente
marcador de reticulo endoplasmatico y aparato de Golgi, lo que da una clara referencia del
citoplasma celular.

En la figura 7 se muestra una imagen de microscopia confocal donde se observa que
el dsRNA fluorescente esta en el interior de las células. También puede observarse que su
localizacion es exclusivamente citoplasmatica. El nucleo celular aparece como una zona
circular obscura en el centro de la célula. La imagen de la derecha es un acercamiento a la
imagen de la izquierda.

Figura7.- Microscopia Confocal de células Sf21 transfectadas con dsRNA fluorescente. En verde se
ve el siRNA acoplado a fluoresceina. En el canal Rojo se muestra la sefial de Brefeldina-BODIPY que
marca citoplasma celular. Al centro, el nicleo celular aparece como una zona obscura. A la derecha se
muestra un acercamiento del recuadro blanco de la imagen de la izquierda.
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El efecto observado es debido al dsRNA y no al ssRNA.

El efecto de RNA de interferencia es producido por el RNA de hebra doble (dsRNA).
Sin embargo desde hace mas de dos décadas hay grupos que han intentado usar RNA
antisentido y complementario al mRNA para inhibir su traduccion. A este sistema se le
conoce como “RNA antisentido” y no involucra el sistema de RNAI ni la degradacion del
mRNA. Los resultados obtenidos basados en esta metodologia han sido muy variables.

Para verificar que el efecto que nosotros observamos es debido al RNA de hebra
doble y no al RNA de cadena sencilla se transfectaron células Sf21 con dsRNA-gp64,
ssRNA-gp64 sentido al mRNA (+), y ssRNA-gp64 secuencia antisentido (-) al mMRNA. Las
células asi tratadas fueron después infectadas a una MOI de 0.05 y analizadas por
citometria de flujo 96 horas post-infeccion.

ACMNPV-GFP ACMNPV-GFP ACMNPV-GFP

-GFP
ACMNPV-G usRNA-gfp64 g sSRNA-gp64 (-} - ssRNA-gp54 (+)
- L)
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|
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Figura 8.- Citometria de Flujo de células Sf21 transfectadas y luego infectadas con AcCMNPV-GFP
(MOI 0.5). El recuadro gris muestra la zona GFP+. ssRNA-gp64 (-) es RNA de hebra sencilla
complementaria y anti sentido al mRNA de gp64. ssRNA-gp64 (+) es RNA de hebra sencilla de
secuencia homaloga al mensajero de GP64. dsRNA es RNA de hebra doble.

o

Como puede observarse en la figura 8, ni el ssRNA-gp64 sentido (+) ni antisentido (-)
tuvieron un efecto considerable en la inhibicion de la fluorescencia comparado con el efecto
obtenido con el dsRNA.

Este resultado era esperado pues en la literatura se ha demostrado que la inhibicion
con RNA antisentido en la mayoria de los casos es pobre o dificil de lograr'’'*°. Esto debido
en parte a la inestabilidad de las moléculas de ssRNA. Por su parte, el dsRNA ha mostrado
una estabilidad sorprendente y una resistencia a la degradacion por RNasas.

El dsRNA-gfp tiene un efecto prolongado para inhibir la traduccion del mensajero de
GFP.

Para determinar por cuanto tiempo era eficiente el dsRNA para iniciar el RNAI una vez
en el citoplasma, células Sf21 fueron transfectadas con dsRNA homodlogo a GFP. Estas
células fueron infectadas a una MOI de 0.5 distintos dias post-transfeccion. El efecto del
RNAI fue cuantificado midiendo, con citometria de flujo, la cantidad de células expresando
GFP.
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Como puede verse en la grafica  Grafica 2
2, cuando las células fueron infectadas
después de 9 dias de haber sido
transfectadas con el dsRNA, hay un
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La transfeccion de células de insecto con dsRNA homdlogo al gen viral ie? inhibe el
progreso de la infeccion viral.

Para probar que es posible inhibir una infeccion viral utilizando RNA de interferencia,
celulas Sf21 fueron transfectadas con dsRNA homologo al factor temprano de transcripcion
viral IE1. Este factor de transcripcion temprano es esencial para el progreso de la infeccion
viral®*?°"5! ‘Mutantes que carecen de IE1 no son infectivas y los virus no pueden duplicarse.
Este resultado hablaba de la importancia de este factor de transcripcion como una proteina
clave para llevar acabo los procesos que significan la infeccién viral de Baculovirus.

MOl =1
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Control dsRNA-gp64 dsRNA-e1

600

300 3004

Numero de Eventos

a 0= [ =4
G D 1 S 11 (1 S U A 1 SV S 1 AU o 1 D U D 11 S 1 Xt D N N1 S €1 N (1 S U1 O 1)
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Figura9.- Citometria de Flujo. El recuadro gris muestra la zona GFP +. Las células Sf21 fueron transfectadas con
dsRNA homélogo a gp64 o a iel antes de ser infectadas con AcMNPV-GFP (MOI 1). Las muestras fueron
analizadas 72 horas post-infeccion,
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Como puede verse en la figura 9, la transfeccion con dsRNA-ie1 diminuy6
considerablemente el porcentaje de células verdes a niveles comparables a los obtenidos en
las células sin infectar (control). Como era de esperarse la previa transfeccion de las células
con dsRNA-gp64 tubo un efecto casi nulo en la fluorescencia dado que se esta manejando

MOl igual a 1.

Para explorar el alcance de la inhibicion de genes virales con RNAI se realizaron
experimentos a distintas multiplicidades de infeccion (MOl de 0, 0.05, 0.5, 1 y 5) de
AcMNPV-GFP.

Como puede verse en la gréafica 3, la transfeccion con dsRNA-ie1 previa a la infeccion
con AcMNPV-GFP fue efectiva para detener la infeccion viral. Incluso a MOI de 5 —lo que
representa que por lo menos cada célula fue infectada por cinco particulas virales —hay una
reduccion de 85% en el niumero de células expresando GFP respecto al control de células
sin transfectar e infectadas a la misma MOI.
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Cuantificacion del porcentaje de células expresando GFP por citometria de flujo: 48 horas antes
de infectar las células con AcMNPV-GFP, éstas fueron transfectadas con dsRNA homélogo a
gp64, gfp o iel. Al cabo de 72 horas post-infeccion se evalud el porcentaje de células
expresando GFP.

En el caso de las células transfectadas con dsRNA-gp64, s6lo hay una reducciéon del
porcentaje de células verdes cuando se utiliza baja MOI. Esto, como se mencionaba
anteriormente, es debido a que en el caso de interferir a GP64, se depende de una
disminucién en la infectividad de los virus al ocurrir la re-infeccion. Al utilizar una MOI de 1,
todas las células son infectadas por una particula viral, lo que es suficiente para que todas
expresen GFP al cabo de 72 horas.

Los resultados obtenidos al transfectar las células con dsRNA-gfp también nos hablan
de los alcances del RNAI para inhibir un gen viral. La inhibicion de GFP es muy eficiente a
MOI de 0.05 y 0.5. Sin embargo a MOI 5 el sistema de RNAI es saturado por la enorme
carga viral, expresandose GFP a niveles comparables a las de las células no transfectadas.
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Para tener una mejor idea acerca de la eficiencia del RNAI para inhibir el progreso de
la infeccién viral se cuantificd la cantidad de p-galactosidasa presente en las células
infectadas con Baculovirus (grafica 4). El gen LacZ es un segundo gen reportero viral
presente en los Baculovirus recombinantes ACMNPV-GFP.
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Cuantificacion de la enzima $-galactosidasa expresada por las células infectadas con AcMNPV-GFP. Como
en los casos anteriores las células fueron transfectadas con 5 ug de dsRNA por cada millon de células Sf21
48 horas antes de ser infectadas. Los datos mostrados fueron obtenidos de extractos celulares colectados
72 horas de transcurrida la infeccion.

Como era de esperarse, la transfeccion con dsRNA-gfp no tuvo ninglin efecto en la
cantidad de B-galactosidasa presente en los extractos celulares. Esto porque la expresion de

GFP es dispensable para el progreso de la infeccion viral.

Por el otro lado la transfeccion de las células con dsRNA homélogo a ie1, si tiene un
marcado efecto en la produccién de f3-galactosidasa. Este era un resultado esperado puesto
que IE1 es indispensable para la infecciéon viral. El efecto inhibidor del dsRNA-ie1 es
observado incluso a altas dosis virales como es MOI de 5.

Por su parte el tratamiento con dsRNA-gp64 tuvo éxito a baja MOI pero no a MOI de
5, observandose un comportamiento similar a los experimentos anteriores donde se utilizé a
GFP como reportero de la infeccion viral.

Cuando Baculovirus infecta las células de insecto éstas mueren al cabo de un periodo
de entre 6 y 7 dias. Los sobrenadantes de estas células presentan una alta concentracion de
particulas virales infectivas. El titulo viral (pfu/ml) de estos sobrenadantes tiene una relacion

directa con el grado de infeccion.

Para determinar el titulo viral de los sobrenadantes de las células tratadas con los
distintos dsRNA (gp64, gfp e ie1) se tomé sobrenadante a las 72 horas post-infeccion y se
prosiguio a realizar los ensayos de placa para conocer el titulo viral de éstos.
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En la siguiente grafica se presentan las cuantificaciones del titulo viral de los
sobrenadantes:
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Cuantificacion del titulo viral (pfu/ml) de los sobrenadantes de las células Sf21 transfectadas con
los distintos dsRNA y luego infectadas a distintas MOl de AcMNPV-GFP. Todas las muestras de
sobrenadante fueron tomadas 72 horas post infeccion. Para cuantificar el titulo viral se utilizo el
ensayo de placa en busca de la aparicion de placas GFP positivas.

Como era de esperarse el tratamiento con dsRNA-gfp no tuvo efecto alguno en el
titulo viral de los sobrenadantes de las células tranfectadas.

Por su parte los sobrenadantes de las células transfectadas con dsRNA-ie1 mostraron
un importante decremento en el titulo viral. Incluso a altas MOI donde la disminucién fue de
alrededor de tres ordenes de magnitud en las pfu/ml. Esta disminucion es posiblemente
causada por la disminucion en el numero de células infectadas dado el efecto del RNAI para
detener el progreso de la infeccion viral. Es probable que los virus detectados en este
ensayo fueran provenientes de las células que no fueron transfectadas con dsRNA-ie1.

En el caso de las células transfectadas con dsRNA-gp64 también hay una marcada
disminucién en el titulo viral. Por ejemplo, en el caso de las células infectadas a MOI 0.05,
0.5 y 1 el decremento es superior a los dos 6rdenes de magnitud en el titulo virai. Este
decremento en el numero de particulas virales es debido no tanto a una inhibicién de la
infeccion sino mas bien a que las particulas virales eran menos o nada infectivas por la
ausencia de GP64 en la capside viral. Los virus detectados en este ensayo tal vez
provengan de las células que no fueron transfectadas con dsRNA-gp64.

Cuando las células infectadas a MOI 1 de AcMNPV-GFP fueron analizadas por medio
de microscopia confocal después de la transfeccion con los diferentes dsRNAs, se observa
que dsRNA-gp64 fue capaz de inhibir la produccion de GP64 en la membrana de las células.
(Figura 10). Estas ceélulas aunque se lisaron al cabo de varios dias (debido a que todas las
células recibieron una carga viral de uno - MOl 1) no expresaron GP64 en su superficie. El
indicativo de que todas las células estaban infectadas es la presencia de GFP al interior de
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las mismas. Esta es una evidencia mas que nos indica que los virus producidos de estas
células eran GP64 negativos.

Como se esperaba, la transfeccion de dsRNA-PhP no tuvo ningun efecto, y la
transfeccion con dsRNA-gfp inhibié la produccion de proteina GFP pero no de la infeccion,
hecho que explica la presencia de GP64 en la superficie celular. Por su parte el efecto de
RNAI inducido con dsRNA-ie1 previno la infeccion viral como se demuestra por la casi
ausencia de la sefial de GFP y GP64. Las células positivas a GFP y GP64 corresponden,
posiblemente, a las que no fueron transfectadas con dsRNA.

MOI 1
AcMNPV-GFP AcMNPV-GFP
Control
dsRNA-PhP dsRNA-gp64

ACMNPV-GFP AcMNPV-GFP
dsRNA-gfp dsRNA-ie1

Figura 10.- Microscopia confocal. Celulas Sf21 infectadas a una MOI de 1 de AcMNPV-GFP posterior a la
transfeccion con los distintos dsRNA La fluorescencia de la proteina GFP se muestra en el canal Verde. La
sefial de GP64 en el canal Rojo. En amarillo se observa el montaje de ambos canales. Todos los campos
mostrados tienen la misma amolificacion.
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l.os siRNAs tienen el mismo efecto para inhibir genes virales que el dsRNA.

En el RNAI son los fragmentos de 21 nucleétidos de dsRNA los verdaderos efectores
del fenomeno de interferencia. Al no haber trabajo experimental previo en células de insecto
gue sugiriera que también son los siRNAs los responsables del fenémeno nos dimos a la
tarea de probarlo.

Para esto se digiri6 1 ug de dsRNA-gfp con la enzima recombinante Dicer humana.
Los siRNA asi obtenidos fueron transfectados en células de insecto. Al mismo tiempo se
transfectaron células Sf21 con la misma cantidad de dsRNA-gfp (700 nucleétidos) como
control positivo. Al cabo de 48 horas post-transfeccion las células fueron infectadas a una
MOI de 0.5 con AcMNPV-GFP. El porcentaje de células expresando GFP (GFP+) se evalu6
a los 5 dias post-infeccion mediante citometria de flujo.
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Como puede verse el efecto inhibidor del dsRNA comparado con el siRNA (grafica 6)
es el mismo. A los 5 dias de infeccion ambas muestras (siRNA y dsRNA) mostraban un poco
menos del 40% de células GFP+. Por su parte en las muestras que no fueron transfectadas
con dsRNA habia mas de un 90% de células verdes a los 2 dias post-infeccion.

Para evaluar de manera directa la ausencia de la proteina mediada por el RNAI se
realizaron ensayos Western blot para detectar la presencia o ausencia de proteina. Para
detectar a GP64, en extractos celulares de células Sf21 infectadas con ACMNPV-GFP, se
empleé el mismo anticuerpo monoclonal (AcV5) usado para los ensayos de microscopia
confocal. Este anticuerpo detecta a GP64 en la forma glicosilada y no glicosilada. Para
detectar GFP se utilizo el anticuerpo comercial anti-express que reconoce un epitopo
especifico en la proteina fluorescente.

Como puede verse en la figura 11, los anticuerpos anti -GP64 o -GFP no detectan la
presencia de estas proteinas en las células que no han sido infectadas (MOI 0) con el
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Baculovirus. En células infectadas (MOI 1, 5 o 10) el anticuerpo anti-GP64 reconoce las dos
formas de GP64. La presencia de esta proteina viral correlaciona con la presencia de GFP.

Cuando las células fueron transfectadas 48 horas antes de la infeccion con dsRNA-
GFP, el patron de expresiéon de GP64 no se ve alterado, pero si disminuye
considerablemente la cantidad de GFP presente en las muestras correspondientes a MOI 1.
A mayores MOI, el efecto inhibitorio de dsRNA-gfp es rebasado por la maquinaria viral como
lo demuestra la presencia de GFP.

Un efecto similar se observa en las células transfectadas con dsRNA-gp64; a MOI 1
no se detecta la proteina GP64 ni GFP. Sin embargo a mayores MOI el efecto inhibitorio de
dsRNA-gp64 se pierde.

Cuando se utiliza dsRNA-ie1, la disminucion de GP64, y por consiguiente GFP, es
muy marcada, incluso a altas MOI. De hecho la presencia de GFP no es detectada ni
siquiera a MOI 10.

MOI
0 | 5 10
Control ———— S——— GP64
sin infectar

- e GFP

— T . GP64

dsRNA-gfp
e . GFP
dsRNA-gp64 GPo64
e GFP
) GP64
dsRNA-iel &
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Figura 11.- Western Blot de extractos celulares de células Sf21 infectadas a distintas MOl de AcMNPV-GFP
previa transfeccion con los distintos dsRNAs. En todos los carriles se cargo la misma cantidad de proteina
celular (10 ug). En el panel inferior se muestra un fragmento de cada gel tefiido con rojo ponseau como control
de cargado. En los carriles correspondientes a GP64 se observan dos bandas debido a que el anticuerpo
utilizado detecta tanto la forma glicosilada como la que no lo esta.



En el Western Blot es claro que hay una disminucion en la cantidad de proteina, sin
embargo, hay ocasiones en las que la ausencia de proteina no se correlaciona con una
disminucién en la cantidad de RNA mensajero. En el RNAIi el dsRNA degrada al RNA
mensajero homologo y aunque nosotros ya habiamos probado que era el dsRNA el
responsable del efecto inhibitorio, decidimos comprobar que el efecto inhibitorio se debia a
una disminucion en la cantidad de mRNA.

Para esto se realizaron ensayos RT-PCR semicuantitativo a partir de RNA total de
células transfectadas y luego infectadas. Para esto se usaron oligos especificos para cada
uno de los genes. (ver métodos) Como control de cargado se utilizé al gen de actina de
Spodoptera frugiperda. Como puede verse en la figura 12, en las células no infectadas sélo
se detectd la presencia del mensajero de Actina. Cuando las células fueron infectadas con
AcMNPV-GFP se detectan mensajeros de gfp, gp64 e ie1. Aunado a la aparicion de
mensajeros virales se observa la disminuciéon del mRNA de actina. Esto debido
probablemente, a que al progresar la infeccion viral, la maquinaria celular se dedica
exclusivamente a la produccion de mensajeros virales lo que deja de lado la produccién de
proteinas celulares esenciales como Actina®°,

act  ofp gp64 el

Control sin infectar

No dsRNA - e -
dsRNA-gfp o e
dsRNA-gp64 === : -

dsRNA-iel -

Figura 12.- RT-PCR a partir de RNA total aislado de células Sf21 infectadas a una MOI 1 de
AcMNPV-GFP previa transfeccion con los distintos dsRNA. act = actina de S frugiperda,

Cuando las células fueron transfectadas con dsRNA-gfp previo a la infeccion, no se
detecto mensajero de GFP pero si de GP64 e IE1. Por su parte actina se encontré
disminuida como en el control de células sin transfectar lo que corrobora que estas células
estan llevando acabo todos los procesos de la infeccion por ACMNPV-GFP y que por lo tanto
dsRNA-gfp no interfiere con la expresion de los genes virales.

El dsRNA homoélogo a gp64 fue capaz de inhibir el mensajero de GP64. Junto con
esto hay una considerable disminucién del mMRNA de ie1 ademas de que el mensajero de
GFP no es detectado. Interesantemente también se recupera en parte la expresion de actina
como lo demuestra el aumento en la cantidad de mensajero. Esto sin duda se debe a la
inhibicién de la infeccién viral.
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Cuando las células son transfectadas con dsRNA-ie1, y como se ha demostrado en
los experimentos anteriores, hay una clara inhibicion del progreso de la infeccion viral. Esto
puede ser corroborado en este RT-PCR: el mensajero de ie1 decae de manera importante.
La ausencia de IE1 detiene el progreso de la infeccion viral lo que resulta en la ausencia del
mensajero de GP46 y GFP. Por su parte los niveles del mensajero de actina se reestablecen
a niveles basales; resultado de la inhibicién de la infeccién viral.

En los experimentos previos se ha demostrado que la transfeccion con dsRNA-gp64
resulta en una inhibicién de la re-infeccion mas que en la infeccion. Esto tal vez se debe a
que las células transfectadas estan produciendo virus carentes de GP64 que no son capaces
de reinfectar células. Esto se apoya en el hecho de que las células no expresan GP64 pero
si GFP, y a que el titulo viral de los sobrenadantes se ve considerablemente disminuido.

Por medio de microscopia electronica se buscé la presencia de virus GP64 negativos
en los sobrenadasntes de células transfectadas con dsRNA-gp64. Sin embargo, las
particulas virales fueron extremadamente dificiles de encontrar. Nosotros hubiéramos
esperado un numero parecido de virus mutantes dado que todas las células presentaban
signos de infeccion. En la figura 13 se muestra de lado izquierdo (Fig. 13A) virus
encontrados en sobrenadantes de células transfectadas con un dsRNA no relacionado. De
lado derecho (Fig. 13B) se muestran unos de los pocos virus que fuimos capaces de
encontrar en los sobrenadantes de células transfectadas con dsRNA-gp64 y luego infectadas
con AcMNPV-GFP. Nosotros no fuimos capaces de encontrar alguna diferencia en la
capside de estos virus. Esto nos lleva a pensar que las células transfectadas con dsRNA-
gp64 no solo estan produciendo virus carentes de la glicoproteina de la capside viral GP64,
sino que estas particulas virales no estan logrando salir de las células. Con base en esto,
concluimos que la disminucion en el titulo viral de las células dsRNA-gp64 se debe mas a la
ausencia de virus que a la presencia de virus mutantes.

Figura 13.- Microscopia Electrénica.
A) Baculovirus AcMNPV-GFP aislados
de los sobrenadantes de células
transfectadas con un dsRNA no
relacionado. B) virus encontrados en el
sobrenadante de células transfectadas
con dsRNA-gp64 previa infeccion con
AcMNPV-GP64. Ademas de la
disminucion en el nimero de particulas
virales observadas en los sobrenadantes
de las células tratadas con dsRNA-gp64,
por medio de microscopia electronica no
fuimos capaces de ver alguna otra
g R diferencia en los virus producidos por
200 nm estas células.
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Poco se sabe acerca de los procesos que ocurren en el momento que un Baculovirus
abandona la célula y hasta la fecha GP64 sélo habia sido relacionada con la entrada. Sin
embargo haran falta mas experimentos para demostrar que verdaderamente es GP64
esencial en la salida de los Baculovirus de una célula infectada.

El dsRNA es capaz de inhibir la infeccion viral de Baculovirus in vivo.

Los experimentos anteriores demostraron que el dsRNA es capaz de interferir con la
traduccion de genes virales estructurales y no estructurales de Baculovirus en una linea
celular. La interferencia del gen ie1 con dsRNA homologo a éste resulta en una importante
inhibicién del proceso de infeccion. Ahora pues, nos decidimos a probar si el dsRNA era
capaz de interferir con la expresion de genes virales in vivo. Para esto inyectamos dsRNA
homologo a ie1 o gfp en la hemolinfa de larvas del escarabajo Tenebrio mollitor 24 horas
previo a una inyeccion de una dosis letal de Baculovirus.

La inyeccién de 2 ul del stock de AcMNPV-GFP con un titulo viral de 1 x 107 pfu/mi
provoca la muerte del 97% de las larvas inyectadas al cabo de 7dias. (Fig. 14B). Ademas,
las larvas expresan f-galactosidasa; el segundo gen reportero presente en los Baculovirus
recombinates

La inyeccion de 0.5 ug de dsRNA-gfp en la hemolinfa del insecto previa a la
administracion de la dosis letal de Baculovirus no tuvo ningun efecto en la supervivencia de
las larvas (7% de supervivencia al cabo de 7 dias) o en la expresion (3-galactosidasa. (Figura
14C).

Cuando a las larvas se les administro la misma cantidad de dsRNA homalogo a ie1
previo a la infecciéon con Baculovirus, el porcentaje de insectos muertos al cabo de siete dias
disminuyo dramaticamente. Solo el 7 % de los insectos habian muerto, comparado al 93%
de las larvas inyectadas con dsRNA-gfp. Otro indicativo de que la infeccion viral se detuvo es
la ausencia de p-galactosidasa en las larvas (Fig. 14C).
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Figura 14.- Inhibicion de la infeccion viral de Baculovirus in vivo. Larvas de T mollitor
fueron inyectadas con 0.5 ug de dsRNA previo a la administracion de una dosis letal de
Baculovirus. El porcentaje en la gréafica indica la proporcion de insectos muertos al cabo de 7
dias. La inyeccion de las larvas infectadas con una solucion de X-gal resulta en una coloracion
azul-verdosa después de unas horas. La expresion de [-galactosidasa es derivada de la
infeccion.

Dada la eficiencia del dsRNA-ie1 para interferir con la infeccion viral de Baculovirus,
nos preguntamos si el dsSRNA homodlogo a GFP estria inhibiendo la traduccion de la proteina
GFP en las larvas. El dsRNA-gfp habia demostrado no interferir con el curso de la infeccion
in vitro o in vivo.

Para verificar si las larvas expresaban o no GFP se utiliz6 microscopia confocal con
baja amplificacion de las larvas infectadas con AcMNPV-GFP. Como puede verse en la
figura 15B, las larvas infectadas con AcMNPV-GFP tienen una fluorescencia en el canal
verde correspondiente a GFP. Por su parte, las larvas a las que previamente se les
inyectaron 0.5 ng de dsRNA-gfp no presentan fluorescencia (Fig. 15C).

40



Las larvas a las que fueron tratadas con dsRNA-ie1 también mostraron un patron de
flucrescencia igual al de las larvas que no fueron infectadas (Fig. 15D y 15A). Esto
presumiblemente por la inhibicidn de la infeccion viral.

A

Control (H20) ACMNPV-GFP AcMNPV-GFP ACMNPV-GFP
dsRNA-gfp dsRNA-ie1

Figura 15.- Microscopia confocal de larvas de Tenebrio mollitor expresando GFP. A)
Control, larva inyectada con agua. B) AcMNPV-GFP: larva inyectada con agua y luego con
una dosis letal de AcMNPV-GFP. C) larva inyectada con dsRNA-gfp y luego infectada con
AcMNPV-GFP. D) larva inyectada con dsRNA-ie1 y luego infectada con AcCMNPV-GFP.

Por ultimo, era importante evaluar la dosis necesaria para interferir la infeccion en las
larvas. Para esto se inyectaron insectos con distintas concertaciones de dsRNA-ie1 previo a
la infeccion con AcCMNPV-GFP.

El 95% de las larvas inyectadas con 0.05 ug de dsRNA-ie habian muerto al cabo de 7
dias post-infeccion. (Fig. 16A). Por su parte, sélo el 41% de las larvas que recibieron una
dosis de 0.1 ug de dsRNA-gfp habian muerto en el mismo periodo de tiempo (Fig. 16B). La
inyeccion de 0.5 ug de dsRNA previno la muerte en el 95% de las larvas ya que a los 7 dias
sblo presentaban signos de infeccion el 5% de los insectos (Fig 16C).

Estos resultados correlacionaron con la presencia o no de GFP o B-galactosidasa
(figura 16).

El hecho de que dosis bajas de dsRNA-ie1 no fueran efectivas para prevenir o detener
la infeccibn de AcCMNPV-GFP, nos habla de que este es un mecanismo especifico y no un
fenomeno indirecto de inyectar deRNA al insecto.
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Figura16.- Dosis Respuesta. Larvas de Tenebrio mollitor inyectadas con A) 0.05 ug de dsRNA-ie1, B) 0.1 ug de
dsRNA-ie1, C) 0.5 ug dsRNA-ie1, D) 0.5 ug dsRNA-gfp previo a la inyeccion de una dosis letal de AcCMNPV-GFP. Los
porcentajes en las gréficas indican la cantidad de insectos muertos al cabo de 7 dias. En el panel de en medio se
muestra microscopia confocal de los mismo animales para detectar GFP. A la derecha se muestran insectos
inyectados con X-Gal. A)n=60.B)n=48.C)n=40.D)n =42
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CONCLUSIONES

En este trabajo hemos demostrado por distintos métodos la inhibicion especifica de 2
genes virales de Baculovirus con RNAI en células de insecto. Todos los resultados obtenidos
in vitro se extrapolan al modelo animal de larva de Tenebrio mollitor.

Sobre la base de los resultados obtenidos también concluimos que el efecto de
silenciamiento observado es por la via del RNAI. Esto debido a que el RNA de hebra sencilla
(ssRNA) no tuvo ningun efecto en la inhibicion de la traducciéon; ni siquiera el ssRNA
antisentido. Por otro lado la introduccion de siRNA-gfp tuvo el mismo efecto al interferir el
gen de GFP que el dsRNA-gfp; los siRNA se han definido como los efectores del fenomeno
de RNAI en distintos organismos.

El indicativo de que se trata de un efecto postranscripcional y no pretraduccional es el
hecho que solo los dsRNA homdlogos a regiones codificantes tuvieron efecto y no asi el
dsRNA homélogo a regiones reguladores (como el promotor de la polihedrina usado en este
trabajo). Los dsRNA homologos a RNA mensajeros abaten la presencia de éstos en la
célula, como demostramos por RT-PCR, y los niveles de proteina decaen, como mostramos
por analisis de Western blot.

El efecto de silenciamiento postranscripcional mediado por dsRNA ha sido
caracterizado como un evento exclusivo del citoplasma'®; mediante la transfecciéon de
dsRNA fluorescente pudimos corroborar que su localizacion es exclusiva al citoplasma. Por

todo lo anterior, concluimos que estamos ante un fenomeno de RNA de interferencia.

La inhibicién de la expresién de genes en todos los casos resulté altamente
especifica, esto se explica por la necesidad de un apareamiento perfecto entre las bases del
dsRNA y el mRNA. A este respecto; dsRNA-gfp soélo interfiri6 con el mensajero de la
proteina fluorescente verde, pero no asi con la expresion del gen de p-galactosidasa ni con
la infeccién viral, ya que GFP es dispensable para el progreso de ésta ultima. Por otro lado,
los dsRNA no relacionados no mostraron ningun efecto en la infeccién viral ni indujeron una
respuesta antiviral inespecifica. dsRNA-gfp, o -promotor de polihedrina no inhibieron el
progreso de la infeccion viral una vez iniciada. Los unicos dsRNA que lograron detener la
infeccion fueron el homologo al factor temprano de transcripcion viral IE1 y GP64.

La inhibicion de la infeccion viral mediada por dsRNA-ie1 nos permitié6 comprobar que
es posible la inhibicién de una infeccién viral via RNAI, de un virus altamente citolitico como
lo es el Baculovirus.

El efecto inhibidor del dsRNA es dosis dependiente: a bajas MOI, el efecto de
interferencia fue logrado para todos los genes explorados (ie1, gfp, y gp64). Sin embargo a
altas MOI la maquinaria de duplicacion viral sobrepasa el efecto inhibidor del dsRNA; una
célula infectada con una sola particula viral de AcMNPV-GFP genera miles de copias del
genoma viral en un lapso de entre 24 y 48 horas. El dsRNA-ie1 fue mas efectivo, incluso a
altas MOI, en comparaciéon con los dsRNA-gfp y —gp64 puesto que esta previniendo la
amplificacién y multiplicacion del virus.
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En el modelo in vivo también se observo un efecto dosis-dependiente del dsRNA-ie1:
0.01 ug de dsRNA no inhibi6 la infeccion por Baculovirus; el 50% de inhibicién se logré con
0.1 ug y fue necesario inyectar 0.5 ug de dsRNA para inhibir por completo la infeccion. Este
resultado, aunado a la especificidad para inhibir GFP y no la infeccion viral, corrobora que
estamos ante un efecto especifico, altamente eficiente y al menos en larvas de Tenembior
mollitor, un efecto de proteccion sistémica.

Asimismo pudimos observar un prolongado efecto protector del dsRNA: a los 7 dias
de haber transfectado células Sf21 con dsRNA-gfp, se logré una inhibicion del 50% en la
expresion de GFP. Distintos autores han hablado acerca de que los siRNA una vez en el
citoplasma son en extremo estables y resistentes a RNasas inespecificas’®® 1515
Pareciera que el efecto del dsRNA se diluye conforme se dividen las células en el cultivo, lo
cual podria explicar el porque después de 7 dias disminuye el efecto protector del dsRNA.

Un resultado que hasta cierto punto no era esperado, fue el hecho de que las células
transfectadas con dsRNA-gp64 tuvieran una marcada disminucion en el titulo viral de sus
sobrenadantes. dsRNA-gp64 no interfirié la infeccion viral una vez iniciada en las células
infectadas. Esto se corroboré por distintas metodologias -microscopia confocal, ensayos de
B-galactosidasa o la supervivencia de las células. El hecho de que las células hayan
presentado signos de infeccién, pero que no liberaran virus al medio extracelular fue
inesperado. Nosotros esperabamos un numero igual de virus GP64 negativos en los
sobrenadantes. Esto sugiere que quizas GP64 no solo es esencial para que los virus
gemados entren a otra célula y escapen del endosoma tardio, sino que también es necesaria
en algun punto de la biogénesis final de los virus para su salida de la célula infectada. En
que paso exacto es esencial GP64 para que los virus abandonen la célula huésped es algo
que aun falta por determinar.
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DISCUSION

EL RNAi COMO UNA ALTERNATIVA A LA GENETICA REVERSA EN BACULOVIRUS.

Baculovirus tiene un genoma grande y complejo con una gran cantidad de marcos de
lectura abiertos y muchas proteinas de funcién desconocida. La genética reversa en un virus
como éste es una metodologia lenta y tecnolégicamente complicada. A esto se le suma el
hecho de que en ocasiones la eliminacion de genes producen virus no replicativos y que, por
lo tanto, no pueden ser estudiados. Ejemplo de ello es el caso de IE1 y GP64: la generacién
de Baculovirus que carecen de estos genes resultan en virus no infectivos y que sélo pueden
ser amplificados en células de insecto que expresan dichas proteinas mediante plasmidos
transfectados '**'%°.

En el caso de GP64, este tipo de metodologias imposibilité los estudios del papel que
juega esta glicoproteina fuera de la entrada del virus a la célula hospedero. Por medio de
RNAI, identificamos que GP64 esta involucrada en la biogénesis de los virus. Para esto
infectamos células de insecto con el Baculovirus recombinante AcMNPV-GFP que es facil de
producir y amplificar. Estos virus llevan una copia silvestre de GP64 y el gen nativo que
produce esta proteina. Las células infectadas previamente habian sido transfectadas con
dsRNA homologo a GP64. Esto inhibié la sintesis de GP64 via RNAI durante el proceso de
infeccion. Contrario a lo que esperabamos, no fuimos capaces de identificar virus en los
sobrenadantes de las células infectadas.

Este resultado nos lleva a sugerir que la glicoproteina GP64 no sélo esta involucrada
en la entrada de los virus a las células de insecto como previamente se habia demostrado’®,
sino que también juega un papel en la biogénesis final de los virus, por ejemplo,
permitiéndoles salir de la célula infectada o a que GP64 esta desempenando algun otro
papel esencial en la biogénesis de los virus. Esto es una funcion completamente nueva para
esta proteina. Aunque aun hace falta mucho trabajo para identificar exactamente el paso en
el que GP64 esta participando, este tipo de metodologias pueden ser aplicadas de manera
facil, eficiente y rapida para estudiar otras proteinas de Baculovirus para las cuales se
desconoce su funcion. Incluso se podrian generar “screenings” automatizados para abarcar

un gran numero de proteinas.

Asi pues, el RNAi demostré ser una excelente alternativa a la genética reversa clasica
en Baculovirus dadas sus caracteristicas de facilidad, rapidez y efectividad. Una ventaja
adicional es que nos permitio trabajar con los virus silvestres, simplificandose el manejo de
los virus. Por otro lado la transfeccion de células de insecto resulté extremadamente eficiente
como pudimos observar por microscopia confocal. También se corroboré la estabilidad del
dsRNA dentro del citoplasma: los dsRNA fluorescentes fueron observados dentro de las
células aun 7 dias después de haber sido transfectados y, aunque la sefial disminuy6 con el
tiempo, no podemos descartar que se deba a un efecto de dilucion o foto blanqueo del
fluoréforo.

Nosotros utilizamos dsRNA mayores a 21 nucleétidos (gfp: 700 nt; gp64:619 nt; ie1:
450 nt) ya que en células de insecto el dsRNA mayor a 30 nucleétidos no induce un
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apagamiento inespecifico de la sintesis protéica mediado por la cascada de interferon tal y
como ocurre en células de mamiferos'®. El utilizar dsSRNA en vez de siRNAs, facilité la tarea
de producir grandes cantidades de dsRNA mediante una reaccion de transcripcion in vitro.
En una tipica reaccion de transcripcion in vitro hecha en el laboratorio se obtienen de entre
40 y 60 ug de dsRNA. Por otro lado, el usar una molécula grande de dsRNA tiene la ventaja
de generar una enorme cantidad de siRNA después de que ésta es procesada por Dicer, por
ejemplo; a partir de una sola molécula de dsRNA-gfp de 700 nt, se producen mas de 30
siRNAs en la célula. Lo anterior necesariamente multiplica los blancos del dsRNA para un
mismo mensajero, asegurando su eficiencia para inducir una reaccion de RNAI.

Otra forma de incrementar la respuesta de RNAI es la mediada por RNA polimerasas
dependientes de dsRNA, sin embargo, se encuentra en duda que dichas polimerasas existan
en insecto, "% de acuerdo a estudios conflictivos reportados en Drosophila’®.

EL RNAI Y LA VALIDACION DE BLANCOS TERAPEUTICOS.

El primer paso para identificar buenos agentes antivirales consiste en determinar qué
proteinas son esenciales para el progreso de la infeccion, este tipo de proteinas son
considerados como blancos terapéuticos. Una vez identificado un blanco terapéutico se
inicia la busqueda y el disefio de farmacos que lo inhiban de manera especifica y de esta
manera bloqueen la infeccion viral. Dada la complejidad de muchos virus y del proceso viral
en si, el identificar blancos terapéuticos es un proceso lento y complicado.

Con base en el punto anterior, el RNAI parece ser una herramienta invaluable. En
esta tesis corroboramos que el factor temprano de transcripcion IE1 de Baculovirus es
esencial para el progreso de la infeccion en insecto. Esto mediante la transfeccion de células
de insecto con dsRNA homodlogo a ie1 previo a la infeccion de AcMNPV-GFP. La
interferencia via RNAI de esta unica proteina fue suficiente para detener la infeccion viral de
Baculovirus. Lo que demuestra de manera muy clara, la importancia de esta proteina y el
papel maestro que tiene para controlar, e iniciar, la cascada de eventos que resultan en la
infeccién por Baculovirus. Dicho resultado también corrobora que IE1 es un blanco
terapéutico que seria un candidato excelente para el disefio de una droga especifica. Dado
esto, seria plausible y justificable, el disenar una molécula que inhiba de manera especifica a
IE1 y que, por lo tanto, detenga la infeccion de Baculovirus.

Este tipo de estrategia podria automatizarse para distintos virus como un sistema de
“screening” genérico; con tan sélo conocer la secuencia de los diferentes genes de cualquier
virus, uno podria eliminarlos uno a uno, de manera sistematica, con el fin de identificar genes
esenciales para la virulencia. Esta forma automatizada de “target validation” permitiria
posteriormente iniciar la sintesis de compuestos que afecten la funcién de la proteina
codificada por los genes identificados mediante esta estrategia.
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EL RNAi ComO TERAPIA ANTIVIRAL

Dados nuestros resultados para inhibir genes virales y el progreso de la infeccion de
Baculovirus con RNAI, nos dimos a la tarea de probar si la misma inhibiciéon que observamos
en las células de insecto seria efectiva in vivo y en el caso de que esto ocurriera, si la
inhibicién de la sintesis de |IE1 detendria también el progreso de la infeccion viral.

Para esto inyectamos el dsRNA en larvas del escarabajo Tenebrio mollitor, previo a la
infeccion con el Baculovirus recombinante ACMNPV-GFP.

Como demostramos, por primera vez, el uso de dsRNA homdlogo a genes esenciales
para la infeccién de un virus animal altamente citotdxico previene la infeccion viral in vivo: el
dsRNA-ie1 inyectado en los animales un dia antes de la infeccion con Baculovirus previno la
muerte en mas del 96% de los casos. Este tipo de protecciéon antiviral tan efectiva no ha sido
reportada hasta hoy dia para ningin agente antiviral.

Este efecto de proteccion es dosis-dependiente a la cantidad de dsRNA inyectado: 0.5
ug de dsRNA logré inhibir por completo el progreso de la infeccion de AcMNPV-GFP,
mientras que 0.1ug solo protegid al 50% de las larvas. En algunos organismos se ha
reportado que la interaccion con un RNA viral puede conferir cierta inmunidad a ciertas
infecciones virales'®*'®'. Esta proteccién es inespecifica y se debe mas que nada a
mecanismos de defensa innatos de la célula. Sin embargo, este no es el caso de nuestro
modelo puesto que la inyeccion de dsRNA-gfp no detuvo la infeccién viral como pudimos
constatar por la muerte de las larvas y a |la presencia de p-galactosidasa; e! segundo gen
reportero presente en el Baculovirus recombinante. El unico efecto del dsRNA-gfp fue la
inhibicion especifica del gen reportero GFP en los insectos infectados

Otro hecho importante es que el efecto fue sistémico: una sola inyeccion en la
hemolinfa (el sistema hematopoyético del insecto) protegié a la larva de la infecciéon de
Baculovirus en todo el organismo. El dsRNA fue inyectado sin la ayuda de ningun lipido, por
lo que suponemos que el dsRNA entr6 al interior de las células del insecto por algun tipo de
transporte aun no identificado. En C. elegans han sido identificadas proteinas capaces de
mediar la entrada de dsRNA a las células y que también son necesarias para el efecto
sistémico del RNAi en el nematodo’®?. Un ejemplo de estas proteinas es SID-1; una proteina
tipo canal que media el transporte de dsRNA'®. En insectos no se han identificado
homologos de SID-1, por lo que el mecanismo de entrada aun queda por determinarse.

En este trabajo la administracion del dsRNA fue, en todos los casos, previa a la
infeccién, es decir, se trata mas de un efecto preventivo — tipo vacuna— que de una
eliminacion de la infeccion. A este respecto haran falta mas experimentos para determinar la
eficiencia del RNAI para inhibir una infeccion viral ya iniciada o preestablecida. Nosotros
creemos que es posible la eliminacion de una infeccion viral ya iniciada, pero que habra que
maximizar la cantidad de dsRNA introducido, optimizar su administracion y escoger un
blanco esencial para el progreso de la infeccién. -como IE1- Hay que tomar en cuenta que el
detener una infeccion viral en etapas tardias podria ser mucho mas dificil que al inicio. No
obstante, se debe considerar que frecuentemente el objetivo de las terapias antivirales no es
el eliminar al virus de una célula ya infectada, sino el detener la reinfeccion de células u
6rganos vecinos. Sobre este punto, los resultados obtenidos en esta tesis son prometedores
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con respecto a la posibilidad de usar al RNAi como una terapia antiviral dadas sus
caracteristicas.

Otra opcion para utilizar al RNAI en el combate de infecciones virales es la generacion
de organismos transgénicos que expresen un dsRNA (o siRNA) homoélogo a algun gen
esencial para la virulencia de cierto virus, lo que los haria inmunes a la infeccion de éste. No
cuesta trabajo imaginar el enorme impacto de este tipo de metodologias en la industria
alimenticia, sobretodo tomando en cuenta las recientes epidemias de virus aviares como la
influenza aviar, el SARS o los virus vegetales que afectan diversos cultivos.

En el disefio de farmacos en contra de agentes infecciosos de cualquier tipo, siempre
hay que tomar en cuenta que se esta lidiando con organismos vivos en constante evolucion.
En el caso de los virus esto es especialmente significativo ya que, en general, la DNA
polimerasa viral (o Transcriptasa Reversa que duglica la informacién genética en el caso de
los retrovirus) tienen altas tasas de mutacion'®*'®. El resultado es una enorme diversidad y
variabilidad en las secuencias de los genomas virales. Esto tiene la repercusion de que cada
vez que se genere un dsRNA en contra de un virus, puedan aparecer virus inmunes con el
paso del tiempo. Dicho problema puede ser en parte resuelto utilizando dsRNA homdlogos a
regiones en extremo conservadas del genoma viral. Otra opcién puede ser la generacion de
vectores que expresen varios siRNA diferentes a la vez, cuyo blanco sean distintas regiones
de mRNAs o distintas proteinas virales. Con esto sin duda se maximizaria el efecto antiviral

y se prolongaria su eficiencia.
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Perspectivas

El RNAi ha demostrado ser una herramienta de gran utilidad para bloquear la
traduccion de una proteina: cantidades minimas de dsRNA tienen un efecto impresionante.
Por otro lado, el utilizar dsRNA para inhibir genes ha resultado exquisitamente especifico ya
que su efecto depende de un apareamiento perfecto entre las bases del siRNA y el mRNA.
Una alta especificidad y efectividad, son dos de los requisitos mas importantes que debe
cumplir una droga que vaya a ser utilizada para tratar cualquier enfermedad. Otra de las
caracteristicas con las que un farmaco debe cumplir es que su administracion sea eficiente y
su distribuciéon sistémica. En esta tesis, se demostré que el RNAi cumple con estos
requisitos y por lo tanto, este es un trabajo pionero en donde se demuestra la factibilidad
para utilizar al RNAI para inhibir infecciones virales en animales.

El RNAI se perfila como uno de los descubrimientos mas importantes de los ultimos
diez afos y seguramente, tendra un profundo impacto en las préoximas décadas. La
inhibicion de genes via RNAI parece ser la herramienta que complementa los proyectos de
secuenciacion de genomas para caracterizar la funcién de cada gen codificado. El campo de
las ciencias médicas sin duda sera uno de los mas beneficiados de las tecnologias con base
en RNAI. En virologia, el contar con una evidencia experimental que justifique la busqueda
de una molécula inhibitoria para determinada proteina viral representa un avance
considerable en la investigacion y diseno de agentes antivirales. EI RNAi también ofrece una
posibilidad para el tratamiento para muchas enfermedades para las cuales no se tiene
opcion real de curacion: cancer, enfermedades neurodegenerativas, rechazo de transplantes
entre otras. Aun hace falta mucho trabajo para desarrollar tratamientos en base a RNAi y
que estos puedan ser una opcion terapéutica. El éxito del RNAI como terapia dependera en
gran parte de desarrollar métodos eficientes para su administracion en humanos. Sin
embargo, hay que tener en cuenta que ésta pudiera no ser la primera vez que una
metodologia prometiera ser la solucion para distintos padecimientos, para luego mostrar sus
limitaciones y problemas.

Finalmente, s6lo me resta mencionar que el RNAiI es un ejemplo en donde un
descubrimiento que pudiera parecer de “poca relevancia” o “demasiado complicado y
misterioso” como fue el efecto de cosupresion en plantas o que el dsRNA era capaz de
silenciar genes en un gusano milimétrico, eran en realidad la punta del iceberg que abrié las
puertas al complejo fendbmeno de silenciamiento postranscripcional mediado por RNA de
doble hebra. No habra que olvidar nunca que las repercusiones en la medicina, la ciencia y
la biotecnologia que tenga el RNAI, provienen en sus origenes de la mas pura ciencia
basica.

ESTA TESIS NO SALE
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Introduction of double-stranded RNA (dsRNA) into a
wide variety of cells and organisms results in post-tran-
scriptional depletion of the homologue endogenous
mRNA. This well-preserved phenomenon known as RNA
interference (RNAI) is present in evolutionarily diverse
organisms such as plants, fungi, inscets, metazoans, and
mammals. Because the identification of the targeted
mRNA by the RNAi machinery depends upon Watson-
Crick base-pairing interactions, RNAi can be exquisitely
specific. We took advantage of this powerful and flexible
technique to demonstrate that selective silencing of
genes essential for viral propagation prevents in vitro
and in vive viral infection. Using the baculovirus Aulo-
grapha californica, a rapidly replicating and highly cy-
tolytic double-stranded DNA virus that infects many dif-
ferent insect species, we show for the first time that
introduction of dsRNA from gp64 and iel, two genes
essential for baculovirus propagation, results in preven-
tion of viral infection in vitro and in vivo. This is the first
report demonstrating the use of RNAI to inhibit a viral
infection in animals. This inhibition was specific, be-
cause dsRNA from the polyhedrin promoter (used as
control) or unrelated dsRNAs did not affect the time
course of viral infection. The most relevant conse-
quences from the present study are: 1) RNAi offers a
rapid and efficient way to interfere with viral genes to
assess the role of specific proteins in viral function and
2) using RNAI to interfere with viral genes essential for
cell infection may provide a powerful therapeutic tool
for the treatment of viral infections.

Introduction of double-stranded RNA (dsRNA)! into a wide
variety of cells and organisms results in post-transcriptional
depletion of the homologue endogenous mRNA (1), This well-
preserved phenomenon known as RNA interference (RNAI) is
present in evolutionarily diverse organisms such as plants,
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viruses; ONPG, e-nitrophenyl-g-v-galactoside; FACS, fluorescence-
activate cell sorting; FBS, fetal bovine serum; RT, reverse transcription;
PhP, polyhedrin promoter.
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fungi, insects, metazoans, and mammals (fore review see Ref.
2). It is generally aceepted that in plants RNAI may serve as a
mechanisms of defense against viral infections (3). The physi-
ological role of RNA: in animals remains to be established,
although possible roles in organism development, germ line
fate, and host defenses against transposable elements and vi-
ruses have been suggested (4). In this regard, recent experi-
mental evidence shows modulation of HIV-1 replication in hu-
man cell lines by exogenous dsRNA from several portions of the
viral genome (5). In a different study, dsRNA conferred viral
immunity in human cells against poliovirus (6).

Although the effect of dsRNA to prevent viral infections has
been tested in cell lines, it remains to be established whether
RNAI also works in organisms. To test this hypothesis we used
a well-studied insect virus, the Autographa californica nucleo-
polyhedrovirus (AcNPV). This virus is a member of a group
(family Baculoviridae) of large double-stranded DNA viruses
that infect many different insect species (7). The AcNPV GP64
glyeoprotein is a major component of the nucleocapsid of bud-
ded viruses (BV) and is required for BV entry into host cells by
endocytosis (8). Thus, GP64 is a key eclement for cell-to-cell
infection and virus propagation (8). Another gene essential for
baculovirus proliferation produces the immediate early protein
(IE1). This phosphoprotein regulates the transcription of early
viral genes (9). Deletion of the N-terminal domain of IE1 re-
sults in the loss of transcriptional activation, and the resulting
viruses cannot be replicated (9). Thus, these two proteins are
excellent candidates to test if RNAI can prevent viral infection
in vitro and in vivo.

Recombinant AeNPV in conjunction with Spodeptera frugi-
perda (59 and §f21) insect cell lines have been extensively
used for the heterologous expression of a wide variety of genes
(7). We have produced a recombinant baculovirus containing
the genes for the green fluorescent protein (GFP) and g-galac-
tosidase (AcNPV-GFP), which we have used as reporters of cell
infection in Sf21 insect cells and larvae.

Because introduction of dsRNA results in powerful and se-
lective gene silencing in different cells (including insect cells),
one would expect that transfecting inscet cells with dsRNA
from gp64 prior to virus exposure could prevent virus propa-
gation, because the BV produced by dsRNA-treated cells would
lack GP64 protein.

In agreement with this prediction, cells infected with Ac-
NPV-GFP and previously transfected with dsRNA from a por-
tion of gp64 (dsRNA-gp64) do not show GFP fluorescence, and
the GP64 protein could not be detected in the membrane of
these cells. Because the very late polyhedrin promoter drives
GFP production, the lack of GFP expression indicates that
dsRNA treatment prevents viral infection in culture. Similar
results were obtained with cells transfected with dsRNA from
wl (dsRNA-iel). In this case the inhibition was even stronger
as expected when interfering with the synthesis of a transerip-
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Abstract

We review several aspects of RNAi1 and gene silencing with baculovirus. We show that the potency of RNAI in Spodoptera frugiperda
(5/21) insect cells correlates well with the efficiency of transfection of the siRNA. Using a fluorescein-labeled siRNA we found that the siRNA
localized in areas surrounding the endoplasmic reticulum (ER). Both long (700 nucleotides long) and small (~25 nucleotides long) interfering
RNAs were equally effective in initiating RNA interference (RNA1), and the duration of the interfering effect was indistinguishable. Even
though RNAI in $/21 cells is very elfective, in vitro experiments show that these cells fragment the long dsRNA into siRNA poorly, when
compared to HEK cells.

Finally, we show that in vivo inhibition of baculovirus infection with dsRNA homologous to genes that are essential for baculovirus infectivity
depends strongly on the amount of dsRNA used in the assays. Five hundred nanogram of dsRNA directly injected into the haemolymph of
insects prevent animal death to over 95%. In control experiments, over 96% ol insects not injected with dsRNA or injected with an irrelevant
dsRNA died within a week. These results demonstrate the efficiency of dsRNA for in vivo prevention of a viral infection by virus that is very

cytotoxic and lytic in animals.
@© 2004 Elsevier B.V. All rights reserved.
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1. Introduction

Introduction of double stranded RNA (dsRNA) into a wide
variety of cells and organisms results in depletion of the
homologue endogenous messenger RNA (mRNA) (Caplen
et al., 2000; Chuang and Meyerowitz, 2000; Firc ct al., 1998;
Romano and Macino, 1992; Wianny and Zernicka-Goetz,
2000).

This phenomenon now known as RNA interference or
RNAI in animals is related to the post transcriptional gene
silencing (PTGS) phenomena first discovered in plants as
co-suppression (Napoli et al., 1990; Tabara, 2001; Vaucheret
et al, 2001).

RNAI is rapidly becoming a powerful tool for gene silenc-
ing (Voorhoeve and Agami, 2003). What only a few years
ago was the dream of many cell biologists, namely 1o have a
way to explore the function of several genes simultancously,

* Corresponding author. Tel.: +52-5-622-5654; fax: +52-5-622-5611.
E-mail address: Ivaca@ifc.unam.mx (L. Vaca).
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is a rcality today. With RNA1 one can knockdown as many
genes as onc desires efficiently and selectively in cell cul-
tures and even in living organisms. The most dramatic exam-
ple was provided with the nematode Caenorhabditis elegans,
where the term “genome-wide RNA1" has taken gene si-
lencing technology to a new level (Maeda et al., 2001).

Even though the mechanism by which RNAI operates is
not yet completely understood, many researchers are taking
advantage of this phenomenon in different ways. The rapid
production of knockdown animals where genes of interest
have been selectively silenced is just one of many possible
uses for RNAI (Voorhoeve and Agami, 2003).

Another obvious use for RNAI is the selective silencing of
viral genes essential for virulence (Lawrence, 2002; Shuey
et al., 2002). This objective is particularly important given
the lack of good antiviral agents in the face of a large num-
ber of viral discases afflicting humans. RNAI cannot only
be used as a possible antiviral therapy, but also as a pow-
erful tool to explore and better understand the basic aspects
of viral entry into host cells, disassembly, replication, par-
ticle assembly and export out of the infected cell. This tool
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