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Implementacién de un método fluorométrico
para evaluacién de actividad anti transcriptasa
reversa del virus VIH-1

Carolina Wilches-Arciniegas' Claudia Patricia Cordero-Camacho?
y Fabio Ancizar Aristizabal-Gutiérrez!. 2v3

Resumen

Se implementé una prueba de tamizaje preliminar para evaluar la potencial inhibicién ejercida
por productos de origen natural y sintético sobre la actividad de la protefna Transcriptasa Rever-
sa del virus VIH-1, en respuesta a la necesidad de disponer de un ensayo in vitro no radioactivo,
relativamente répido, que arroje resultados validos, con costos moderados, bioseguro y de facil
acceso. Esta prueba se basa en la capacidad que tiene la proteina transcriptasa reversa viral para
formar DNA de cadena sencilla (¢cDNA) a partir de RNA, utilizando deoxinucleétidos trifosfata-
dos (ANTPs), proceso conocido como transcripcion reversa. Para detectar la actividad de la pro-
teina se realizaron ensayos fluorométricos in vitro, usando proteina recombinante sin purificar, y
nucleétidos fluorescentemente marcados (Cy3-dCTP) como parte del sustrato. Las condiciones
establecidas para la actividad de la proteina fueron 5lg/reaccién de RNA total y 2ug/reaccién de
oligo-dT, 4 reflejadas en 43.6% de incorporacién del nucleétido fluoromarcado.
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Summary
Implementation of a fluorometric method for the anti HIV-1
virus reverse transcriptase activity evaluation

A preliminary screening test to asses the potential of natural and synthetic products to inhibit
the HIV-1 reverse transcriptase activity was implemented. This method is a response to the need
of an in vitro, non radioactive, easy, biosafety and rapid test, with reliable results and accesible to
our laboratories. This test is based on the ability of the viral reverse trascriptase (RT) of synthesi-
ze single strand DNA (cDNA) from a RNA strand, using triphosphate deoxynucleotides
(dNTPs), process known as reverse transcription. In order to detect the enzyme activity in vitro
fluorometric assays were carried out, with unpurified recombinant protein and fluorescently
marked nucleotides as part of the substrate (Cy3-dCTP). Conditions for the protein activity
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were established at SUg/reaction of total RNA and 2lg/reaction of oligo-dT,, s, which gave a
43.6% of incorporation of fluorescent nucleotide (Cy3-dCTP).
Key words: HIV-1 - Reverse Transcriptase - AIDS - ¢cDNA - Retrotranscription, Cy3.

Introduccién

El virus de la inmunodeficiencia humana tipo
uno (VIH-1), agente etiol6gico mas agresivo del
Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida
(SIDA), pertenece a la familia retroviridae, po-
see dos copias de RNA de cadena sencilla y po-
laridad positiva y requiere de un intermediario
DNA para su proliferacién (1). La replicacién
del virus se inicia con la transcripcién reversa de
fa cadena viral RNA en una doble cadena DNA,
la cual es posteriormente integrada en el DNA
cromosomal de la célula hospedadora. Esta eta-
pa proviral de sintesis de cDNA, critica para el
ciclo de vida retroviral, es catalizada por la enzi-
ma Transcriptasa Reversa viral (TR). La TR es
biosintetizada como un producto del gen Pol, el
cual también codifica para las proteinas pro-
teasa (PR) e integrasa (IN). La poliproteina
primaria de TR es luego procesada por la pro-
teasa para dar un heterodimero de la TR-HIV-1
funcional que contiene las subunidades p66
(66KDa) y p51 (51KDa) (2).

Durante la replicacién, la cadena RNA es
copiada por la actividad DNA polimerasa de-
pendiente de RNA (PDDR) de la TR, pro-
duciendo un hibrido RNA-DNA. La actividad
RNAsa-H degrada especificamente el RNA
viral del heteroduplex y finalmente la doble
cadena de DNA viral es obtenida por la sinte-
sis de la segunda cadena de DNA, por la acti-
vidad DNA polimerasa dependiente de DNA
(PDDD) de la TR (3). Siendo la TR requerida
para la sintesis inicial del DNA proviral, la in-
hibicién de la polimerizacién de DNA a partir
de RNA viral catalizado por TR, inhibe la re-
plicacién del virus (4, 5).

Rev. Col. Cienc. Quim. Farm., Vol. 34, No. | (2005)

La introduccién de terapias antiretrovira-
les ha mejorado la calidad de vida de pacientes
con avanzada infeccién viral y previniendo o
deteniendo la progresién de la enfermedad.
Sin embargo, es imposible eliminar completa-
mente el VIH de los individuos infectados, y
evitar al mismo tiempo, los fuertes efectos se-
cundarios que sufren algunos de los pacientes
y la aparicién de virus multirresistentes en pa-
cientes que han recibido medicacién por largo
tiempo. Estos hechos hacen necesario desa-
rrollar nuevos moléculas que inhiban diferen-
tes fases de la replicacién viral. La basqueda de
nuevas alternativas terapéuticas, involucra el
estudio de principios activos naturales, de los
cuales los més estudiados son los derivados de
plantas (6, 7).

La produccién de TR-HIVI a través de
técnicas recombinantes ha hecho que la identi-
ficacién de inhibidores sea un proceso més fa-
cil, la especificidad de los inhibidores puede ser
determinada por la medicién de sus propieda-
des inhibitorias sobre polimerasas no virales. La
mayorfa de los ensayos para determinar la acti-
vidad de la enzima TR estan basados en medir la
incorporacién de nucleétidos marcados en la
sintesis de DNA. La deteccién de la actividad
enzimatica es posible a través de ensayos isot6-
picos y no isotépicos. Los ensayos isotépicos ra-
dioactivos miden la cantidad de DNA
sintetizado in vitro por la TR empleando nicleo-
tidos que se marcan con tritio (WH) o fosforo
32 (0-32P) (8).

Por otro lado, los ensayos no isotépicos
que utilizan nucleétidos trifosfatados marcados
con digoxigenina o biotina y determinan la acti-
vidad de la RT-HIV1 por mediciones de tipo
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ELISA, tienen ventajas asociadas a una manipu-
lacién segura al ser no radioactivos, pero pre-
sentan costos elevados (7, 9).

En este trabajo se describe la implementa-
cién de un ensayo fluorométrico para la evalua-
cién in vitro de la potencial actividad inhibitoria
sobre VIH de compuestos, mediante la deter-
minacién de la interferencia en la actividad po-
limérica de la proteina retrotranscriptasa
recombinante de HIV-1 empleando fracciones
protéticas sin purificar.

Materiales y métodos

Produccién de la proteina TR
recombinante

Se empleé la cepa comercial E. coli HB101
transformada con el plismido pHRTRX-2
(ATCC 67828), que contiene la porcién del gen
pol que codifica para la proteina Transcriptasa
Reversa del virus VIH-1, codificada por el pro-
virus pHXBc2. (10). En este vector la expresién
del gen de la RT esta regulada por un promotor
TrpE (promotor triptéfano), que permite indu-
cir la expresién de la proteina recombinante
con 4cido indolacrilico, que actia como atenua-
dor del represor de la transcripcién (10-13).

Se obtuvo un inéculo de E coli pHRTRX-2
en medio M9 suplementado con triptéfano
(13). A partir de este se establecié un cultivo en
medio M9 sin triptéfano, suplementado con
4cido indolacrilico (IAA) 10lg/mL, incubando
a 37°C con agitacién, hasta alcanzar una densi-
dad éptica a 600nm (D.O 4,,,) de 0.5 unida-
des de absorbancia. Para conocer la produccién
basal de la proteina recombinante se realizé un
cultivo en las mismas condiciones pero en au-
sencia del inductor (IAA).

Las células se recolectaron por centrifga-
cién a 2000 rpm por 5 minutos, se lavaron con
solucién de lavado (TrisHCl 10mM, NaCl
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100mM, EDTA ImM, pH 8,0), se recolectaron
por centrifugacién a 12000 rpm por 2 minutos
a4°C. Se resuspendieron en solucién de extrac-
cién (TrisHCl 10mM, NaCl 500mM, PMSF
100mM, pH 8,0) y se lisaron por sonicacién
con cuatro pulsos de 20s cada uno e intervalos
de reposo de 10s entre los pulsos, en bario de
hielo. El lisado se centrifugé a 12000 rpm por
10 mina 4°C para obtener dos fracciones: inso-
luble y soluble. En las dos fracciones se de-
terminé la concentracién proteica total por el
método de Bradford (14). La produccién de la
proteina recombinante fue verificada median-
te electroforesis en geles de poliacrilamida de-
naturantes (SDS-PAGE), tefiidos con azul de
Coomassie.

Determinacion de la actividad
de la proteina TR recombinante
de VIH-1

Templete. El RNA total utilizado como molde
durante el ensayo, se obtuvo por el método de
Trizol® a partir de cultivos de lineas celulares
derivadas de tumores sélidos humanos. La con-
centracién se determiné espectofotometrica-
mente en el equipo Smart-Spec®, empleando el
factor de conversién | Unidad de absorbancia a
260nm equivalen a 40Ug/UL.

Mezcla de nucledtidos (dNTPs y Cy3-
dCTP). se empled la mezcla: dTTP 25mM,
dATP 25mM, dGTP 25mM, dCTP 25mM y
Cy3-dCTR Este ultimo nucledtido marcado
con el fluorocromo Cy3 al ser incorporado en la
cadena de cDNA sintetizada actia como indica-
dor directo de la sintesis de la primera cadena
de cDNAy por tanto permite valorar la capaci-
dad que tiene la proteina TR recombinante de
incorporar nucleétidos. La concentracién de
Cy3-dCTP empleada, se selecciond realizando
diluciones seriadas del reactivo original en re-
laciones 1:100 hasta 1:1000 y comparando la
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intensidad de la banda obtenida al evaluar en
geles de poliacrilamida denaturante. La concen-
tracién que permiti6 obtener una banda defini-
da y clara, corresponde a la dilucién 1:400
equivalente a una concentracién 0.67UM.

TR recombinante. La cantidad de extracto
total proteico utilizado fue de aproximadamen-
te 200ig para un volumen final de reaccién de
30iL de acuerdo con los pardmetros de activi-
dad establecidos en la patente y en otros traba-
jos (4, 8,12, 15).

Mezcla de reacciéon. Como primer o inicia-
dor se utilizé Oligo dT\,_ 3 en concentraciones
variables de 4, 3 y 2 llg/reaccion; el RNA total
eucariote empleado como templete se utilizé
en concentraciones variables de 10, 8, 5y
3ug/reaccién, con el fin de encontrar la rela-
cién primer-templete que permitiera observar
la actividad enzimética. La mezcla de reaccién
incluyé MgCl, 10mM, TrisHCl 50mM, DTT
20mM, NaCl 60mM y BSA 0,05%, segtn las
concentraciones empleadas por Goff et al. La
reaccién de incorporacién se llevé a cabo a
37°C durante 1 hora de acuerdo a protocolos
reportados por Ta (16) y Ali (17). El proceso,
incluyendo la electroforesis, se llevé a cabo en
cuarto oscuro debido a la fotosensibilidad de los
nucleétidos fluoromarcados.

Incorporacién de nucleétidos
marcados como medida de la actividad
Transcriptasa Reversa de la proteina
TR recombinante

Para visualizar el cDNA de cadena sencilla pro-
ducto de la reaccién y los nucleétidos marcados
no incorporados, se realiz6 una separacién por
electroforesis en geles de poliacrilamida dena-
turante con urea (19%), con 7cm de ancho,
Scm de largo y 0.75mm de espesor. Los geles se
corrieron a 50V durante 5 horas.
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Analisis del producto de cDNA de cadena
sencilla. Una vez finalizado el corrido electro-
forético, los geles se analizaron con el software
Quantity One (Bio Rad®), considerando que el
fluorocromo Cy3 presenta su maxima excita-
cién a una longitud de onda de 532nm.

Se realizaron mediciones densitométricas
de la intensidad de la senal de los nucleétidos
fluoromarcados no incorporados (Cy3-dCTP)
en cada reaccién expresada en unidades de in-
tensidad de fluorescencia por milimetro cua-
drado (Int/mm?), debido a que aparece como
una banda definida en todas las reacciones,
mientras el cDNA sintetizado se observa como
un barrido tenue. Para cada gel analizado, las
densidades obtenidas en los diferentes carriles
se compararon frente a un control negativo de
incorporacién que contenia la mezcla de reac-
cién completa, excepto la proteina recombi-
nante. Se considera que en este control el 100%
del nucleétido Cy3-dCTP se encuentra libre.

Para la medicién de densidad se utilizé una
casilla con un 4rea constante de 900 a 903 pixe-
les, definida manualmente con el cursor, en-
marcando la banda de los nucleétidos Cy3-
dCTP no incorporados. Se decidié utilizar esta
herramienta porque da una medida rapida de la
sefial de intensidad de la imagen, ademds mues-
tra la intensidad total, un promedio de la inten-
sidad y la desviacién estindar de la misma,
asumiendo para ello cada pixel como una uni-
dad de medida. Los andlisis se hicieron en un
tiempo de exposicién entre 0.5y 5 segundos.
Control positivo de inhibicién. Como con-
trol positivo de inhibicién de la incorporacién se
empleé Efavirenz, inhibidor de Transcriptasa Re-
versa no anédlogo de nucleésidos aprobado por la
FDA. Se decidié manejar este tipo de compuesto
ya que a diferencia de los inhibidores anlogos de
nucleésidos, no requiere activacién por fosforila-
cién, la cual es mediada por enzimas celulares
(18). Para evaluar la capacidad inhibitoria del
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Efavirenz se trabajé en concentraciones de 100,
50y 10nM. El porcentaje de actividad inhibitoria
del compuesto se calculé considerando como
100% de inhibicién al control negativo de incor-
poracién (16, 19-21).

Resultados y discusiéon

Produccién de la proteina recombinante

Para cultivos celulares de E. coli HB101 trans-
formada con el plaismido pHRTRX-2, se eva-
luaron los niveles basales de expresién de la
proteina recombinante sin acido indolacrilico.
Se observé que las células producian la proteina
recombinante en baja cantidad, como se puede
apreciar por las bandas tenues correspondien-
tes al tamafio de 66kDa tanto en fracciones so-
lubles (sobrenadante) como en fracciones
insolubles (precipitado) (Figura 1).

Cuando las células se crecieron en presen-
cia de 10 Ug/mL de é4cido indolacrilico, se

Figura L. Proteinas totales extraidas por sonicacion de células
E.coli pHRTRX-2, crecimiento sin dcido indolacrilico. 1. Mar-
cador de peso molecular See Blue® (Invitrogen) 2. Precipitado

1, 3. Precipitado 2, 4. Sobrenadante 1 y 5. Sobrenadante 2.
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observé un aumento marcado en la expresién
de proteina TR recombinante. La mayor con-
centracion de proteina se detect6 en la fraccién
insoluble del lisado celular (precipitado), lo
cual podria ser ventajoso dado que la proteina
podria estar mds protegida de la degradacion
por proteasas de la célula hospedera E. coli.

Empleando el método de Bradford se de-
terminé que la cantidad de proteina total obte-
nida fue de 20.6 mg/mL en el sobrenadante y
40 mg/mL en el precipitado.

Determinacién de la actividad
de la proteina TR recombinante
de VIH-1

Concentracién de iniciador o primer. Em-
pleando una concentracién constante de templete
(RNA total) de 10pg/reaccion (0,33Uug/UL) (13),

se evalué el efecto de la concentracién del

Figura 2. Efecto de la concentracién de iniciador (Oli-
godT,, ) en la actividad enzimdtica. Concentracién de temple-
te (RNA total) constante: IOMg/reacci(')n. |. Control negativo
de incorporacion (sin extracto proteico) 2. 4 Ug/reaccion 3.3
Ug/reaccion 4. 2 Ug/reaccién. Condiciones de electroforesis
50V, 5 horas, en poliacrilamida denaturante, volumen/ pozo

30uL
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iniciador (Oligo-dT,, ;) en 2, 3 y 4ldg/reaccién.
Con esta concentracién de templete el efecto de la
variacién de concentracién del iniciador en la
incorporacién del nucleétido fluoromarcado
fue minimo (Figura 2), por tanto se selecciond
la menor concentracién evaluada (2Ug/reac-
cién) como concentracién de trabajo. En un
ensayo independiente se evalué la actividad de
la enzima empleando 1Ug/reaccién y no se obtu-
vo incorporacién.

De acuerdo al anélisis densitométrico del
gel presentado en la Figura 2, la concentracién
minima de Oligo-dT,, 5 (2Ug/reaccién) es
adecuada para la actividad de la proteina recom-
binante. Al comparar la intensidad de la banda de
nucledtido fluoromarcado no incorporado para
esta condicién (carril 4): 12351.4 unidades de
Intensidad/mm? frente a la intensidad del

control negativo de incorporacién (carril 1):
21902.5 Int/Ymm?, se observa un marcado des-
censo de la intensidad, lo que indica incorpo-
racién del nucleétido marcado en la cadena
sintetizada de cDNA (Tabla 1).

Considerando el control negativo (carril 1)
como el 0% de incorporacién, se tiene que con
4lg/reaccién de Oligo-dT,, ;5 se obtiene una
incorporacién del 43.49% del nucléotido fluo-
romarcado Cy3-dCTP en la reaccién. Para las
concentraciones de Oligo-dT,, ;53 y 2lug/reac-
cién se obtienen porcentajes de incorporacién
similares: 43.53% y 43.61% Esto muestra que
la variacién de la concentracién del iniciador
dentro de este rango, no modifica la actividad
de incorporacién de la enzima.
Concentracion de templete (RNA total).
Manteniendo constante la concentracién de

Tabla 1. Efecto de la concentracién de iniciador (Oligo dT ,_;5) en el porcentaje de incorporacién.

Concentracion Intensidad

Desviacion

Porcentaje de

de iniciador (Ug/reaccién) (INT/mm?) Estandar incorporacién Pixeles
0 21902,5 248,6 0 902
2 12378 140,5 43,48 902
3 12370 171,5 43,52 902
4 123514 140,2 43,61 902

Tabla 2. Efecto de la concentracién de templete en el porcentaje de incorporacién de Cy3-dCTR

Concentraci6on Intensidad ~ Desviacién  Porcentaje de Pixeles
de templete (Ug/reaccién)  (INT/mm?) Estindar  incorporacion
10 15394,8 17477 29,3 902
8 148519 168,6 31,8 902
5 15888,5 180,3 27,1 902
3 21610,4 2389 0,8 902
0 21788,2 247,3 0 902
97
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iniciador (OligodT ), ;5) en 2 Ug/reaccién, se va-
rié la concentracién de RNA templete: 10, 8, 5,
y 3Ug/reaccién, esto con el fin de establecer si
era posible reducir la concentracién establecida
con base en reportes de Ta (16) y Ali (17) entre
otros. Por anélisis densitométrico no se encon-
tré diferencia en el porcentaje de incorporacién
del nucleétido fluoromarcado con las concen-
traciones de 5, 8 y 10 Ug/reaccién (Tabla 2, Fi-
gura 3), mientras con 3 g/reaccién, se observa
un marcado descenso en el porcentaje de incor-
poracién. Esto indica que es posible emplear el
RNA total templete en una concentracién mi-
nima de 5 Wg/reaccién (Figura 3).

Inhibicién de la actividad de la enzima
TR de VIH-1

Control positivo de inhibici6én (Efavirenz).
Una vez establecidas las condiciones de trabajo
de la proteina recombinante TR sin puriﬁcar, se
evalu6 el efecto inhibitorio del control positivo
de inhibicién Efavirenz en 3 concentraciones

Figura 3. Efecto de la concentracién de templete (RNA total)
Concentracion de Oligo dT,, 4.constante 2 [g/reaccion. 1.10
Mg/reaccion RNA total 2. 8g/reaccion RNA total, 3.
5Ug/reaccion RNA total 4. 3lg/reaccién RNA total 5. Control

negativo de incorporacién.

Figura 4. Inhibicién de la actividad de la retrotranscriptasa de
VIH-1 por Efavirenz con 5 Ug/reaccion RNA total y 2 flg/reac-
cién Oligo dT}, 1y 1. 10 nM, 2. 50 nM, 3. 100 nM, 4. Control

negativo de inhibicién. Condiciones de electroforesis 50V, 5

horas, gel de poliacrilamida denaturante. Volumen/pozo 30UL.

100, 50 y 10nM. (Figura 4). Valoracién que se
realizé por triplicado en dias diferentes.

De acuerdo al andlisis densitométrico se esta-
blecié que el compuesto Efavirenz reduce in vitro la
actividad de la proteina recombinante en las tres
concentraciones valoradas (100, 50 y 10nM,
Figura 4). La inhibicién de la incorporacién es
dependiente de la concentracién y a mayor con-
centracién de Efavirenz se observa mayor inhibi-
cién, reflejada en una reduccién del porcentaje de
incorporacién (Tabla 3, Figura 5). Con la concen-
tracién 100nM se observa que la incorporacién
baja hasta el 6,5%, lo que se puede considerar
como una inhibicién total de la actividad retro-
transcriptasa de la proteina recombinante.

Se logré producir una proteina recombi-
nante TR del virus VIH-1, y se establecieron las
concentraciones de templete (RNA eucariote to-
tal), iniciador (oligodT,.,5) y nucleétido fluoro-
marcado (Cy3-dCTP) para evaluar su actividad
de sintesis de cDNA de cadena sencilla in vitro.
Las condiciones establecidas fueron: 5Ug/reac-

Rev. Col. Cienc. Quim. Farm., Vol. 34, No. 1 (2005)
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Tabla 3. Efecto del Efavirenz en el porcentaje de incorporacién de Cy3-dCTPR

Concentracion Intensidad DeS\iiaci(’)n _Porcentaje /de Pixeles
Efavirenz (nM) (INT/mm?)? Estandar  incorporacién?
0 21879,6 37,9 0
10 20464 166,3 40,6 902
50 17335.3 437,1 20,8 902
100 12996,7 628,5 6,5 902
a Media de tres determinaciones
50% 1
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Figura 5. Efecto inhibitorio de Efavirenz. Porcentaje de incor-
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cién de templete, 2|ug/reaccién de iniciadory 10
mM de Cy3-dCTP.

El método de marcaje fluorométrico em-
pleado, asociado a un anlisis densitométrico,
resulté til en la determinacién semicuantitati-
va de la actividad de la proteina recombinante,
expresada como la incorporacién de nucle6ti-

dos Cy3-dCTP
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