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RESUMEN

Los mecanismos involucrados en el control post-transcripcional del ciclo
replicativo del Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH), especificamente los
eventos moleculares que permiten la interaccién del ARN gendmico (ARNg) viral
con la maquinaria celular para su transporte, traduccién o empaque dentro de la
célula, aun no han sido completamente dilucidados. Actualmente existen diversas
técnicas para el estudio de la localizacién sub-celular de ARNg, entre las que
destaca RNA FISH (RNA Fluorescent in situ hybridization), método ampliamente
utilizado para el estudio de la localizacion y cambios temporales de ARN y
ribonucleoproteinas. Generalmente, en esta técnica se utilizan sondas acopladas
a fluoréforos organicos que hibridan a regiones especificas para las que han sido
disefiadas. No obstante, estas sondas presentan fotoblanqueamiento
significativo, y un espectro de emision amplio (50-100 nm), lo que limita su uso.
Es por esto que surge la necesidad de recurrir a nuevas alternativas, tales como
sondas acopladas a Quantum dots (QDs), los cuales en contraste con fluoréforos
organicos poseen una vida fluorescente significativamente mas larga, mayor
fotoestabilidad y un amplio espectro de absorcién. Considerando lo anterior, en
el presente trabajo se propone la construccion de sondas especificas asociadas
a QDs compuestos de Cadmio-Telurio recubiertos por Glutatién (QDs CdTe-
GSH) que reconocen la regién pBSK-GagPol como matriz para la transcripcion
in vitro, obteniendo asi fragmentos de ARN, los cuales fueron desfosforilados en
su extremo 5', para luego incorporarles en su lugar un fosfato y unido a un grupo
sulfhidrilo (SH). De esta forma, los transcritos de ARN fueron capaces de unirse

a QDs CdTe-GSH a través de enlaces disulfuro. Generando asi sondas de ARN

xii



acoplada a QDs CdTe-GSH capaces de unirse al ARNg de VIH-1 en presencia
y ausencia de la proteina Rev,la cual actua como un regulador clave en el control
post-transcripcional de la expresion génica viral, actuando principalmente en los
procesos de exportacion nuclear y traduccion. De manera que en estas
condiciones fue posible validar a través de experimentos de RNA FISH, el ingreso
citoplasmatico y nuclear de la sonda de ARN acoplada a QDs CdTe-GSH,
ademas de una interaccion especifica con el ARN gendémico de VIH-1. Este
hecho representa la prueba de concepto de que es posible generar una sonda
acoplada a QDs especifica contra el ARN gendémico de VIH-1, permitiendo el
estudio de la expresion génica del virus, lo que también abre nuevas posibilidades

para el estudio de VIH-2 u otros tipos de virus.
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ABSTRACT

The mechanisms involved in the post-transcriptional control of the replicative
cycle of the Human Immudeficiency Virus (HIV), specifically the molecular events
allowing the interaction between the viral genomic RNA (gRNA) and the cellular
machinery for the transport, translation or packaging, have not been elucidated
yet. Currently, the study of localization and temporary changes of RNA and
ribonucleoproteins relies mainly on RNA FISH (RNA Fluorescent in situ
hybridization)-based strategies. RNA FISH uses specific hybridization probes
coupled to organic fluorophores. However, these fluorescent molecules
commonly present limiting characteristics such as significant photobleaching and
a wide emission spectrum (50-100 nm). Therefore, a considerable demand arises
for new alternatives, such as probed coupled to Quantum dots (QDs), which in
contrast to organic fluorophores, exhibit longer fluorescence lifetime, higher
photostability and broad absorption spectra. Considering previous facts, the aim
of this work was to develop specific probes coupled to glutathione-capped
cadmium-telluride quantum dots (QDs CdTe-GSH), able of recognizing and
associate with the Gag-Pol region present on the HIV-1 genomic RNA (gRNA).
Thus, in order to achieve this objective, the vector pBSK-GagPol was used as a
template for in vitro transcription of Gag-Pol complementary RNA, which was
fragmented and dephosphorylated at the 5' end, with the purpose to incorporate
a y phosphate coupled to a sulfhydryl group (SH) instead. Then, the SH-containing
RNA fragments were attached to QDs CdTe-GSH by a disulfide bond. As a result,
we generated single-stranded RNA probes coupled to QDs CdTe-GSH capable

of hybridizing to HIV-1 gRNA in the presence and absence of the viral protein Rev,

Xiv



which acts as a key regulator of the post-transcriptional control of viral gene
expression acting mainly during nuclear export and translation. Thereby, under
these conditions, we validated the cytoplasmic and nuclear entrance of the probe
coupled to Qds CdTe-GSH, and specific interaction between the probe and gRNA
of HIV-1. This fact represents the proof of concept that it is possible to generate
RNA probes coupled to QDs CdTe-GSH to study genetic expression of HIV-1,

and also opens up new opportunities for the study of HIV-2 or other virus types.
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INTRODUCCION

1.1. Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH)

El Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) ha sido clasificado dentro del género
Lentivirus (Sonigo y col., 1985), perteneciente a la familia Retroviridae (Chiu y col.,
1985), familia compuesta por virus que se caracterizan por presentar un genoma de
ARN monocatenario de polaridad positiva, replicando a través de una forma de ADN
bicatenario proviral que se integra en el genoma de la célula hospedera (Temin &
Mizutani, 1970). Existen dos tipos de VIH, VIH-1 y VIH-2, los cuales estan
relacionados en términos de morfologia, tropismo celular y efecto citopatico. Pese a
las similitudes en términos de organizacion gendmica y tropismo celular, VIH-1 es
mas virulento e infeccioso que VIH-2, siendo considerado como el principal
responsable de la pandemia VIH/SIDA en el mundo (Arya & Gallo, 1988), esta
enfermedad actualmente afecta a 36,9 millones de personas, y ha sido asociada a 40
millones de muertes desde 1981, segun el ultimo reporte del Programa Conjunto de

las Naciones Unidas sobre el VIH/SIDA (ONUSIDA).

1.1.1 Estructura de la particula viral de VIH-1

A través de microscopia electrénica, se ha podido determinar que la particula viral de
VIH-1 consiste en una particula esférica, de aproximadamente 80 a 120 nm de
diametro (Gentile y col,. 1994), la cual esta compuesta por tres capas concéntricas:

La capa mas externa, esta constituida por una membrana lipidica de origen celular,
donde se encuentran embebidas las glicoproteinas de superficie (gp120) y
glicoproteinas de transmembrana (gp41) (Turner & Summers, 1999). Por otro lado, la

capa intermedia se asocia a la capa interna de la membrana lipidica y esta constituida



principalmente por la proteina matriz (p17). Finalmente, la capa interna esta
conformada por una capside icosaédrica de forma conica, la cual esta compuesta por
la proteina Capside (p24). Esta estructura alberga dos copias de ARNg idénticas de
polaridad positiva, las cuales junto a la proteina de la nucleocapside (NC) y las
enzimas retrotranscriptasa (RT), integrasa (IN) y proteasa (PR), forman un complejo

ribonucleoproteico (Figura 1).

VIH-1

Retrotranscriptasa

Integrasa

Proteasa

ARN

Membrana monocatenario
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Figura 1. Representacion esquematica de un virion maduro de VIH-1



1.1.2 Organizacién genémica

VIH presenta un genoma viral de ARN monocatenario con un largo aproximado de ~9-
10 kb (Muesing y col., 1985), el cual contiene 9 genes (Figura 2) que permiten la
sintesis de 16 proteinas viricas. Su organizacion gendmica es similar y unica entre
retrovirus, debido a que en adicién a los genes retrovirales clasicos (gag, pol y env)
ambas variantes de VIH contienen los genes regulatorios (rev, tat) y accesorios (nef,
vif y vpr) los cuales codifican productos que desempefan diferentes funciones a lo
largo del ciclo replicativo del virus (Frankel & Young, 1998, Li y col., 2005). Cabe
sefialar que existe un marco de lectura abierto unico en el genoma de VIH-1, el cual
codifica para la proteina accesoria Vpu (Strebel y col., 1988) mientras que VIH-2

codifica para la proteina exclusiva Vpx (Guyader y col., 1989) (Figura 2).
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Figura 2. Representacion esquematica del ADN proviral de VIH-1 y VIH-2.



1.1.3 Ciclo replicativo de VIH-1

El ciclo replicativo de VIH-1, se inicia con la union entre la glicoproteina de superficie
(gp120) presente en la superficie de la particula viral, con el receptor CD4, localizado
en la superficie de linfocitos T, monocitos, macréfagos y células dendriticas (Dalgleish
y col.,, 1984, Klatzmann y col., 1984, Sattentau & Weiss, 1988) (Figura 3). Esta
interaccién, provoca la posterior asociacion de la particula viral a los co-receptores de
quimiocinas (CXCR4 o CCR5) (Fauci, 1996, Zhang y col., 1997), evento que gatilla la
generacion de cambios conformacionales en gp120 que facilitan la insercion de gp41
en la membrana celular, generando la fusion entre la membrana viral y celular, proceso
que permite la internalizacién de la capside y la posterior liberacién de su contenido en
el citoplasma celular (Grewe y col.,1990) (Figura 3). A continuacion, mediante un
complejo proceso, la enzima RT convierte el ARNg viral en ADN de doble hebra (Fields
& Knipe, 1990), para luego ser importado al nucleo, donde se integrara en el genoma
celular mediante la accion de la enzima IN viral, constituyendo el estado de provirus.
Cabe destacar, que los procesos de retrotranscripcion e integracion también dependen
de factores celulares inducidos durante la activacion celular. Una vez integrado, el
provirus puede permanecer latente, replicarse de forma controlada o experimentar una
replicacién masiva, con el consiguiente efecto citopatico sobre la célula infectada (Li y

col., 2000) (Figura 3).
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Figura 3. Ciclo replicativo del VIH. Representacion esquematica de las principales etapas del ciclo
replicativo del VIH. Los cuadros en rojo indican las etapas del ciclo que actualmente son utilizadas como
blanco terapéuticos por las drogas antirretrovirales aprobadas por la FDA. Imagen extraida de Pereira y
cols., 2016.



1.1.4 Sintesis de transcritos virales

Una vez que el ADN proviral de VIH ha sido integrado en un cromosoma de la célula
hospedera comienza la expresion génica viral, un proceso complejo que depende de la
maquinaria celular para la transcripcidén, el procesamiento de ARN, la exportacion
nuclear y la traduccion. La transcripcién de VIH comienza con el reclutamiento de la
ARN polimerasa Il celular en el promotor presente en la region 5 LTR del provirus
integrado. En este proceso, regulado por la funcion trans-activadora de la proteina viral
Tat junto con varias proteinas del hospedero, la ARN polimerasa Il sintetiza un
transcrito Unico de 9-10 kb de largo idéntico al genoma viral presente en la particula, el
cual posee una estructura m’-metil-guanosina (cap) en su extremo 5’ y una cola de
poliadenosinas en su extremo 3’ (Purcell & Martin, 1993). En etapas tempranas, este
transcrito es utilizado como precursor (pre-ARNm) para la formacion de distintos ARNm
virales a través de corte y empalme (splicing) alternativo. Este proceso genera
patrones complejos de ARNm los cuales son clasificados segun su tamafio en ARNm
virales totalmente procesados (2 kb), parcialmente procesados (4 kb) y no procesados
(9 kb) (Figura 4). Durante las primeras etapas de la infeccion, los transcritos virales
completamente procesados codifican para Tat, Rev y Nef (Bogerd y col.,1998).
Sin embargo, a medida que transcurre el ciclo replicativo, las tasas de transcripcion
aumentan de manera abrupta gracias a la funcion trans-activadora de la proteina Tat
(Gatignol y col., 2007). Ademas, la acumulacion de la proteina Rev en el nucleo
favorece la generacién de los ARNm parcialmente procesados, los que codifican para
la glicoproteina de superficie Env, las proteinas accesorias Vif, Vpry Vpu, y del ARNm

completo de 9 kb que codifica para Gag y Gag-Pol.
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Figura 4. Representacion esquematica de los transcritos virales producidos durante el ciclo
replicativo de VIH-1. Transcritos no procesados son utilizados para la sintesis de Gag y Gag-Pol.
Transcritos parcialmente procesados, codifican para Vif, Vpr, Tat y Vpu/Env. Por ultimo, transcritos
completamente procesados permiten la expresion de Tat, Rev y Nef.



El destino de los transcritos virales que contienen intrones depende principalmente de
la proteina Rev, ya que esta proteina estimula el transporte nucleo-citoplasmatico de
ARNSs virales que poseen intrones a través de la union especifica a una estructura de
ARN presente en sus ARNm blanco (elemento de respuesta a Rev, RRE) y del
reclutamiento del factor de exportaciéon celular CRM1 (Cullen, 1998, Pollar & Halim,
1998). De esta forma, los transcritos virales que poseen intrones son retenidos vy
degradados en el nucleo en ausencia de Rev (Arrigo y col., 1992). Por otra parte, los
transcritos completamente procesados de 2 kb son exportados bajo la via candnica de
exportacion nuclear de ARNm celulares, la cual es mediada por el factor de

exportacion NXF1 (Cullen, 2003).

Una vez en el citoplasma, los transcritos virales deben reclutar la maquinaria de
traduccién celular para ser traducidos y asi dar lugar a las distintas proteinas virales en
el citoplasma, las cuales luego de ensamblarse podran dar origen a nuevas particulas

virales que son liberadas de la célula a través de gemacién.

Considerando que la expresion génica de VIH esta sujeta a una serie de pasos
regulatorios dependientes de la localizacion sub-celular del ARNg, el analisis espacial
de esta molécula permitira un mejor entendimiento del funcionamiento del virus y los
procesos celulares que implica. Entre las técnicas mayormente empleadas para el
estudio de la localizacion sub-celular de un ARN destaca la hibridacion in situ
fluorescente (RNA FISH), la cual permite la visualizacion directa de un ARN de interés
al interior de los compartimentos sub-celulares mediante la hibridacion de sondas

especificas, esta metodologia sera abordada en la préxima seccion.



1.2. Hibridacioén in situ fluorescente (FISH)

La hibridacién in situ es una técnica que permite visualizar la localizacion y deteccion
de secuencias especificas de ADN y ARN a través de la hibridacién de sondas
exogenas de ARN o ADN complementarias a las mismas. Este método fue
desarrollado en 1969, por dos grupos independientes, Gall y Pardue (Gall & Pardue,
1969) y H.A. John (John y cols, 1969), y desde ese entonces ha sido frecuentemente
utilizado en biologia molecular, especificamente en el estudio de la organizacién y
funcion génica, diagndstico de rearreglos cromosomales, mapeo génico, deteccion de

infecciones virales y analisis de la funcién génica durante el desarrollo embrionario.

A través del tiempo, esta técnica ha sufrido diversas modificaciones, principalmente a
nivel estructural y de marcaje de la sonda utilizada, puesto que es un elemento
determinante para la hibridacion, y por ende, para la sensibilidad y especificidad de la
técnica. Es por ello que en la eleccion de la sonda empleada deben considerarse
factores estructurales tales como: el contenido de citosinas y guaninas, la naturaleza
del acido nucleico (ADN, ARN) y la longitud de la sonda empleada. Esto se evidencia
en que un mayor largo implica mayor especificidad, aunque también conlleva
condiciones de hibridacibn mas estrictas, dado que sondas largas tienden a auto
asociarse y formar agregados durante la hibridacion, lo que dificulta su penetracion en

estructuras celulares.

De igual modo, el tipo de marcaje juega un rol fundamental en la eleccién de la sonda.
Inicialmente, las sondas de hibridacién utilizaron marcaje radioactivo, a través del uso
de nucleétidos trifosfato de isétopos radioactivos (S*°, P*, P* H®) (Harrison y col.,
1973). Sin embargo, esta técnica estd sujeta a inconvenientes, tales como baja

resolucion espacial y dificultades asociadas a la manipulacion y estabilidad de los



materiales radioactivos.

Por esta razon, fue necesario buscar nuevas alternativas para el marcaje de sondas,
entre las que destaca la adicion de moléculas antigénicas a las bases nitrogenadas de
nucleétidos de trifosfato de la sonda, estas moléculas pueden ser reconocidas por
anticuerpos o moléculas especificas asociadas a fluoréforos organicos o enzimas
capaces de catalizar la deposicion de sustratos fluorescentes. Este tipo de marcaje
constituye una variante denominada Hibridacién in situ Fluorescente (FISH), la cual
presenta diversas variantes, entre las que destaca RNA FISH (Singer & Ward, 1982),
meétodo que permite determinar la abundancia y ubicacién sub-celular de moléculas de
ARN celulares y virales, ademas de su tasa de transcripcion y degradacion.
Igualmente, ha sido utilizada para el analisis de la actividad transcripcional de genes
endogenos (Femino y col., 1998), como también de genes exdégenos tales como los
pertenecientes a genomas virales integrados (Narimatsu & Patterson, 2005, Popescu y

col., 1993) y transgenes (Fan vy col., 2001).

Habitualmente, sondas utilizadas para FISH, son marcadas con digoxigenina debido a
que esta molécula es capaz de conjugarse con dUTP o UTP a través de una reaccion
enzimatica, donde se une al carbono 5’ del uracilo. Su deteccion esta mediada por su
alta afinidad a los anticuerpos anti-digoxigenina conjugados a la fosfatasa alcalina,
peroxidasa, fluoresceina o rodamina (Boehringer, 1992, Beesey, 2001). Sin embargo,
su estructura similar a esteroides, puede generar una reaccion cruzada con
determinados esteroides. Por otro lado, la biotina es otro marcador antigénico
ampliamente utilizado, ya que se encuentra en diversas estructuras ricas en
mitocondrias (hepatocitos, oncocitos) y puede ser detectada por anticuerpos anti-

biotina o por su unién a avidina o estreptavidina. En principio, la biotina puede ser
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detectada en la misma longitud de onda que la digoxigenina, dependiendo del
fluoréforo acoplado a estreptavidina. Sin embargo, las sondas marcadas con
digoxigenina poseen una mayor sensibilidad y menor marcacién inespecifica que las

biotiniladas (Morel & Cavalier, 2001).

No obstante, recientemente han surgido nuevas alternativas inorganicas para el
marcaje fluorescente de las sondas de hibridacién, entra las que destacan los
quantum dots (QDs), puesto que ofrecen numerosos beneficios en comparacion a las
sondas acopladas a fluoréforos organicos, debido a que presentan mayor
fotoestabilidad y por ende mayor resistencia al fotoblanqueamiento, lo que permite
una mayor exposicion y provee altos niveles de sensibilidad a ARNs mensajeros
blancos. Cabe destacar que los QDs, a diferencia de los marcadores antigénicos tales
como digoxigenina o biotina, no necesitan el uso de anticuerpos para su deteccion, lo
que reduce considerablemente los costos de produccion. Por lo que, su uso en RNA
FISH permitiria la superacion de limitantes tales como la superposiciéon de colores, el
fotoblanqueamiento y la diferente emisién de intensidad de fluorescencia de los

fluoréforos.
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1.3. Quantum dots (QDs)

Los Quantum dots (QDs), conocidos también como puntos cuanticos, constituyen un
grupo de nanocristales semiconductores, los cuales presentan un diametro que fluctia
entre los 2 y 10 nm. Inicialmente fueron denominados nanoestructuras
semiconductoras cero-dimensionales, debido a su capacidad para confinar el
movimiento de los electrones en las tres dimensiones espaciales. Del mismo modo,
también han sido llamados atomos artificiales, debido a que sus electrones forman
Orbitas de manera similar a la de los atomos, y por consiguiente, presentan
comportamientos optoelectronicos similares al de los atomos. Sin embargo, el término
mas comunmente utilizado es “quantum dots”, el cual fue acunado por el fisico
estadounidense Mark Reed en 1988 (Reed y col., 1988), quien buscaba reflejar el
hecho de que son una clase especial de semiconductores, debido a que exhiben
propiedades optoelectronicas especiales, producto del confinamiento cuantico,
fenbmeno que se caracteriza por la baja movilidad de los electrones, lo que implica
qgue los niveles de energia de los QDs estan cuantizados y relacionados con el tamafo
fisico del mismo, presentando un comportamiento intermedio entre el material a nivel
macroscopico y a escala atémica (Norris & Bawendi, 1995, Murray y col., 2000).

Los QDs presentan propiedades espectroscopicas modulables, es decir, el tamafio y
composicion de QDs determina el espectro de emision de fluorescencia de la particula,
de manera que la sintesis de QDs con distintos parametros tales como: soluciones
amortiguadoras, pH, temperatura y moléculas precursoras, permiten la generacion de
QDs de distintos tamafos y caracteristicas espectroscopicas, de acuerdo a los
requerimientos de fluorescencia necesarios.

Esta caracteristica, junto con su tamafio y estabilidad, los convierten en una alternativa

atractiva para el estudio de procesos bioldgicos en organismos, debido a que posibilita
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su introducciéon en células, e incluso el seguimiento de moléculas individuales,
permitiendo obtener una informacién clave de cdmo funcionan muchas enfermedades y
de esta forma, facilitar la obtencién de tratamientos adecuados. Especificamente, los
QDs han sido utilizados para el tratamiento de enfermedades como el cancer (Bagalkot
y col., 2007, Gao y col., 2004), como sensores (Zhang & Johnson, 2006, Shi & col.,

2006), y biomarcadores (biolabels) (Bruchez, y col., 1998, Chan, 1998).

Sin embargo, es importante resaltar su uso en la formacién de imagenes bioldgicas
(Hoshino y col., 2007), particularmente el uso de QDs como sondas fluorescentes, ya
que ademas de poseer las ventajas de la detecciéon de fluoréforos tradicionales en
términos de sensibilidad y selectividad, dichas nanoparticulas podrian minimizar los
inconvenientes que se encuentran cuando se trabajan con fluoréforos organicos debido
a sus propiedades espectroscopicas unicas:

Espectro de absorcion: Los QDs presentan un amplio espectro de absorcion, es
decir, la excitacién de un electron del QDs se puede producir por absorcion de luz de
varias energias, permitiendo asi la excitacion de un amplio rango de longitudes de
onda. Ademas, los QDs pueden ser excitados simultaneamente por una Unica fuente
de luz (Alivisatos y col., 2005, Fortina y col., 2005). A diferencia de los fluoréforos
organicos, los cuales poseen un espectro de absorcidon estrecho, en otras palabras,
sOlo pueden ser Optimamente excitados por la luz de una longitud de onda
determinada, lo que usualmente hace necesario el uso de varias fuentes de excitacion
como tipo de fluordéforos.

Espectro de emision: Los QDs presentan un espectro de emisién luminiscente
estrecho (25-30 nm de ancho medio) y simétrico, de manera que absorben luz de un

continuo de energia, pero emiten luz de energias discretas (un solo color) (Bruchez,
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2005). Esta caracteristica facilita la visualizacion simultanea de multiples fluoréforos, lo
que los convierte en una alternativa ideal para el monitoreo de varias interacciones
intra e intercelulares en células y organismos. A diferencia de los fluoréforos organicos,
los cuéles presentan un espectro de emisién relativamente amplio (50-100 nm), lo que
produce la superposicion de las diferentes sefiales (Ozkan, 2004).

Sensibilidad: Los QDs presentan una extensa separacion entre el espectro de
excitacion y emision (Desplazamiento de Stoke), caracteristica que mejora la
sensibilidad de deteccion, ya que el espectro de emision completo de QDs puede ser
detectado (Jaiswal & Simon, 2004).

Fotoestabilidad: Debido a su naturaleza inorganica, los QDs poseen minima
interaccion con el medio ambiente, lo que les proporciona resistencia a la degradacion
metabdlica y contribuye a su alta fotoestabilidad (Bruchez, 2005), siendo mayor que la
de fluoréforos organicos tales como rodamina, fluoresceina y Alexa Fluor (Bruchez,
1998, Chan, 1998, Dubertret y col., 2002, Hanaki y col.,2003, Jaiswal & Simon, 2004,
Wu y col., 2003). Por lo tanto, podemos afirmar que los QDs son menos susceptibles al
fotoblanqueamiento que los fluoréforos organicos (Michalet y col., 2001, Bruchez y col.,
1998). Esta caracteristica les permite ser expuestos a ciclos de excitacion mas largos,
sin provocar pérdida de eficiencia luminiscente. Por consiguiente, los QDs son
adecuados para estudios de crecimiento y desarrollo de organismos durante periodos
largos.

Fluorescencia: Los QDs presentan tiempos de fluorescencia largos, los cuales se
encuentran entre los 10 a 40 ns (Michalet y col., 2001, Dahan y col., 2001) lo que
respalda una fluorescencia estable y fuerte siendo significativamente mayor que la de
los fluoréforos organicos tipicos o proteinas autofluorescentes que decaen en el orden

de algunos nanosegundos (Michalet y col., 2001). Ademas, los QDs son altamente
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fluorescentes al ser excitados por una fuente de luz ultravioleta (Ozkan y col., 2004).
Rendimiento cuantico: Los QDs poseen elevados rendimientos cuanticos, en otras
palabras, la razén entre fotones absorbidos que resulta en fotones emitidos es
generalmente mayor al 50%, (Bruchez, 2005) lo que da lugar a sefiales de emisién
fluorescentes muy intensas. Cabe destacar que el rendimiento cuantico de los QDs,
depende fuertemente de su recubrimiento, a diferencia de los fluoréforos organicos, el
cual depende principalmente del medio.

Heteroconjugacion: Los QDs poseen excelente estabilidad de sus propiedades
Opticas al conjugarse con biomoléculas, de manera que pueden ser heteroconjugados
para mayor biocompatibilidad (Portney & Ozkan, 2006). Los QDs se han conjugado con
varias moléculas bioldgicas, tales como biotina (Bruchez y col., 1998), oligonucledétidos
(Dubertret 'y col, 2002, Gerion y col, 2002) vy proteinas, incluyendo
avidina/estrepatividina (Wu y col.,, 2003), albumina (Gao y col.,, 2002) e
inmunoglobulinas (Chan, 1998, Wu y col., 2003, Jaiswal & Simon, 2004, Goldman y
col., 2002). Ademas su relacion superficie-volumen les permite conjugarse a multiples
ligandos. En la mayoria de lo casos, las funciones bioldgicas de estas moléculas no

son afectadas por su unién a los QDs.

1.3.1 Quantum Dots de telurio de cadmio unidos a glutation (QDs CdTe-GSH)

Con el fin de mejorar la eficiencia de fotoluminiscencia y compatibilidad de los QDs, se
desarrollaron QDs formados por una mezcla de elementos de lo grupos II-1V, 1lI-VI de
la tabla periddica, en un sistema nucleo-coraza (core-shell). QDs core-shell se
componen de un nucleo semiconductor (core), el cual determina las propiedades
espectroscopicas y catalitica de los QDs, y por una capa externa (shell), la cual modula

su toxicidad y protege el nucleo contra la oxidacion, de forma que aumenta la
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estabilidad de los QDs e incluso es capaz de incrementar la luminiscencia de estas
nanoparticulas (Hoshino y col.,2004, Gaponik y col., 2002).

Particularmente, QDs de telurio de cadmio (QDs CdTe), constituyen un tipo de QDs
core-shell, ampliamente utilizados, ya sea en paneles solares (Bang & Kamat, 2009,
Kongkanand y col., 2008), dispositivos optoelectronicos (Faraon y col., 2007) y
terapias fotodinamicas (Rakovich y col., 2010). Sin embargo, su uso en sistemas
biolégicos esta sujeto a limitaciones, debido a que QDs CdTe exhiben poca
biocompatiblidad (Hardman y col.,2006, Lovric y col.,2005, Schneider y col., 2009).
Es por esto que el laboratorio del Dr. Pérez-Donoso desarrollé el método biomimético
de sintesis de QDs CdTe recubiertos con glutation (GSH), el cual permite la obtencion
de QDs altamente fluorescentes y biocompatibles, bajo condiciones de pH,
temperatura y niveles de oxigeno que permiten el crecimiento de microorganismos
(Pérez-Donoso y col., 2012). Ademas su cubierta de GSH (tripéptido presente en
células eucariontes y bacterias Gram negativo) actia como agente estabilizante y
reductor, de manera que aumenta la biocompatibilidad y solubilidad de los diferentes
QDs, tales como los compuestos por CdTe, CdSe y CdS (Monras y col., 2014).
No obstante, pese a su amplia posibilidad de uso en sistemas biolégicos y a sus
caracteristicas espectroscopicas excepcionales, aun no se ha evaluado el
acoplamiento de QDs CdTe-GSH a oligoribonucleétidos, es por estas razones por las
que proponemos su uso para el estudio de ARNg viral de VIH-1 en células Hela

transfectadas con el provirus NL4.3 mediante ensayos de RNA FISH.
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1.4. Hipétesis

El acoplamiento de quantum dots de cadmio-telurio recubiertos por glutation (QDs
CdTe-GSH) a sondas de ARN especificas a la regién GagPol de VIH-1 permite
analizar la localizacion sub-celular del ARN gendémico de VIH-1 en presencia y
ausencia de la proteina Rev, mediante ensayos de hibridacién in situ fluorescente y

microscopia confocal.

1.5. Objetivo General
Desarrollar sondas acopladas a QDs CdTe-GSH para analizar la localizacion sub-
celular del ARN gendomico de VIH-1 mediante ensayos de hibridacion in situ

fluorescente y microscopia confocal.

1.6. Objetivos especificos
a) Generar sondas de ARN complementarias a la region Gag-Pol de VIH-1
mediante transcripcion in vitro.
b) Sintetizar QDs CdTe-GSH, capaces de unirse a la sonda de ARN.
c) Acoplar QDs CdTe-GSH al extremo 5' de las sondas de ARN.
d) Validar la sonda a través del andlisis de la localizacién sub-celular del ARN
genomico de VIH-1 en presencia y ausencia de la proteina Rev mediante

hibridacion in situ fluorescente y microscopia confocal.
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MATERIALES Y METODOS

2.1. Generacion de sondas de ARN complementarias a la regiéon GagPol de VIH-1

mediante transcripcion in vitro.
2.1.1 Digestion del vector pPBSK-GagPol.

La generacion de sondas especificas para el ARN gendmico (ARNg) de VIH-1 se
realizé a partir del vector pBSK-GagPol (Figura 5) (Soto-Rifo y col., 2013) el cual fue
digerido con la enzima de restricciéon EcoRI (New England Biolabs) durante 2 h a 37°C
(Figura 6), para luego ser purificado mediante precipitacién con etanol 100% a -20°C
durante una noche. Al dia siguiente, se centrifug6 a 16.060 g a 4°C por 30 min.
Secuencialmente, se procedié a eliminar el sobrenadante para luego lavar la muestra
con etanol 70%. Nuevamente, se centrifugd a 16.060 g a 4°C por 10 min, para asi
finalmente descartar el sobrenadante y resuspender el precipitado en 20 uL de agua
libre de nucleasas. La muestra fue cuantificada mediante Nanodrop 1000 (Thermo
Scientific) con el fin de obtener una concentracién final de 1 ug/uL del vector pBSK-

GagPol lineal.
2.1.2 Transcripcion in vitro.

La transcripcion in vitro, brevemente consiste en la adicion de 5 ulL de Transcription
Optimized 5X Buffer, 0,75 uL DTT (100 mM), 0,5 uL de Recombinant RNasin ®
Ribonuclease Inhibitor, 4 uL de ribonucleétidos trifosfato (rNTP) (rATP,CTP,rGTP y
rUTP, cada uno a 10 mM), 1 uL de pBSK-GagPol (1 ug/uL) y 0,5 uL de RNA

Polimerasa T3 (20 U/uL), en un volumen final de 25 uL.
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En esta reaccion el vector pBSK-GagPol fue utilizado como matriz para la RNA
Polimerasa T3, la cual inicia la transcripcion debido al promotor T3 presente rio abajo
de la region Gag-Pol en la hebra antisentido del vector pPBSK Gag-Pol. La reaccién se
incubo6 5 h a 37°C, el tiempo de incubacién fue previamente determinado a través de la
realizacion de una cinética de transcripcién in vitro de 6 h, en la cual se tomaron 2 uL

cada 1 h (Figura 7).

EcoRI (701)

pBSK-GagPol

7604 bp

Figura 5. Representacion esquematica del vector pBSK-GagPol, se indican la secuencia promotor T3 y
T7, region GagPol y sitio de corte de la enzima de restriccién EcoRI .
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2.1.3 Tratamiento con DNAsa.

Una vez terminada la transcripcién in vitro, se procedié a realizar la remocion del ADN
remanente y cationes divalentes de la muestra (Magnesio y Calcio). Para esto se utilizd
el kit TURBO DNA-free™ (Life Technologies). Especificamente, se ahadieron 1 uL de
DNAsa, 3 uL DNAsa Buffer 10X, 2 uL de agua a 24 ulL de la muestra obtenida del paso
anterior. Para luego incubar la soluciéon 30 min a 37°C. Posteriormente, se afiadieron 3
uL de solucion Stop, para luego ser incubado 5 min a temperatura ambiente.

Finalmente se centrifugdé 10 min a 16.060 g y se recupero el sobrenadante.
2.1.4 Purificacion in vitro de sondas de ARN.

Con el propésito de remover sales y rNTPs no incorporados, se utilizd el kit
AgenCourt® RNA Clean XP (Beckman Coulter). Para esto, se le agregé agua a la
solucién previamente obtenida, hasta obtener un volumen final de 50 uL, para luego
agregar 90 uL de AMPure RNA Clean XP beads. La solucion se mezclé suavemente y
fue incubada 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente se ubicoé en el Magnetic
Stand por 5 min. Se descarté el sobrenadante y se afiadié cuidadosamente 180 ulL de
Etanol 70% por 30 s. El sobrenadante fue extraido y se repiti6 este ultimo paso.
A continuacion, se centrifugé la muestra un minuto a 1000 g. Nuevamente, la muestra
fue situada en el Magnetic Stand por 30 s, y se removio el etanol residual. La muestra
se retird del Magnetic Stand y fueron anadidos 12 ulL de agua ultra pura a la muestra,
se esperd 3 min antes de volver a ubicarlo 3 min mas en el Magnetic Stand. Finalmente
se recuperaron 11 ulL, de los cuales 1 uL fue utilizado para la cuantificacion de la

muestra.
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2.1.5 Fragmentacion de ARN.

La fragmentacién se realiz6 con el RNA Fragmentation Buffer (Ambion, Life
Technologies). Se procedi6 a fragmentar la sonda de ARN esperando obtener
fragmentos de aproximadamente 200 nucledétidos segun indica el fabricante. Este paso,
depende de la cantidad de ARN obtenido, de forma que si se obtienen 2-20 ug de
ARN, se agreg6 agua hasta obtener un volumen final de 9 uL, para luego agregar 1 uL
de RNA Fragmentation Buffer (Ambion) y se incubd a 70°C por 12 min, para luego
agregar 1 uL de soluciéon Stop. Finalmente, la muestra nuevamente fue purificada a
través del kit AgenCourt ® RNA Clean XP con el protocolo descrito en la seccion

2.1.4.
2.1.6 Remocion del fosfato del extremo 5’ de la sonda de ARN.

La sonda de RNA obtenida del paso anterior fue expuesta a la accion de la enzima CIP
(New England Biolabs), con el objetivo de desfosforilar su extremo 5. La cantidad de
CIP utilizada depende de la cantidad de ARN obtenido del paso anterior, de acuerdo
con las recomendaciones del fabricante, se utilizé 0,5 U de CIP para desfosforilar 1 ug
de ARN, luego se agregdé 2 ulL del buffer CutSmart® (New Englands Biolabs) y se
afiadié agua para obtener una reaccion con un volumen final de 20 ulL. La reaccién se
incub6 30 min a 37°C. Una vez finalizado este procedimiento, la muestra nuevamente
fue purificada a través del kit AgenCourt ® RNA Clean XP con el protocolo descrito en

la seccion 2.1.4.
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2.1.7 Adicion de un grupo sulfidrilo (SH) al extremo 5’ de las sondas de ARN.

Una vez desfosforilado el extremo 5’ de la sonda, se procedié a fosforilarlo a través del
uso de la enzima T4 Polynucleotide Kinase (New England Biolabs), la cual es capaz de
catalizar la transferencia del fosfato y unido a un grupo SH del ATP-y-S (Adenosine 5-

[y-thio] triphosphate tetralithium salt, Sigma Aldrich) al extremo 5’ terminal de la sonda.

Especificamente, se le afnadié al ARN obtenido en el pasé anterior, 2 uL de Buffer
Kinase 10X , 1,37 uL de ATP-y-S (0,01 ug/uL) y 1 uL de T4 Polynucleotide Kinase,
(New England Biolabs) en una volumen final de 20 uL. La reaccion se incubd una hora
a 37°C y fue expuesta 2 min a 95°C para asegurar la inactivacién de la enzima. Una
vez finalizado este procedimiento, la muestra nuevamente fue purificada a través del kit

AgenCourt ® RNA Clean XP con el protocolo descrito en la seccién 2.1.4.

2.2. Acoplamiento de QDs CdTe-GSH al extremo 5’ de los fragmentos de ARN.

2.2.1 Determinaciéon de la temperatura adecuada para el acoplamiento de QDs

CdTe-GSH a la sonda de ARN.

Previo al acoplamiento de QDs, es necesaria la realizacion de controles que permitan
determinar la temperatura adecuada para la reaccién de acoplamiento de los QDs a la
sonda de ARN, con el objetivo de evitar su degradacion. Para esto fue necesario la
elaboracion de una sonda de ARN en la que se omite el paso de la fragmentacion
(seccion 2.1.5). De forma, que se realiza una transcripcién in vitro (seccién 2.1.2),
tratamiento con DNAsa (seccion 2.1.3) y purificaciéon (seccién 2.1.4). Posteriormente 1
ug del ARN obtenido es adicionado a 10 uL de QDs CdTe-GSH (1 mg/mL), el cual fue
expuesto a diferentes condiciones de temperatura (4°C, temperatura ambiente y 37°C),

con el fin de evaluar la estabilidad del ARN en presencia de QDs CdTe-GSH.
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2.2.2 Sintesis y acoplamiento de QDs CdTe-GSH.

Esta parte de la metodologia se realizé en colaboracion con el Dr. José Manuel Pérez-
Donoso de la Universidad Andrés Bello, el cual desarrollé el método biomimético para
la sintesis de QDs CdTe-GSH (Pérez-Donoso 2012), procedimiento que reproduce las
condiciones encontradas en sistemas bioldgicos, tales como el pH, temperatura y

niveles de oxigeno que permiten el crecimiento de microorganismos.

Basicamente, para la sintesis biomimética de QDs CdTe-GSH, se preparé una solucion
de 15 mM de glutation (GSH), 6mM de cloruro de cadmio (CdCl,)y 1 mM de telurito de
potasio (K;TeOs;, >95%) en amortiguador bérax-Citrato, pH 9.5. Una vez
homogeneizada la solucidn, se incub6 a 90°C durante 75 min para obtener QDs CdTe-
GSH verdes. Para la obtencion de QDs CdTe-GSH amarillos, la solucion debe ser
incubada entre 4 y 6 h, mientras que para los QDs CdTe-GSH rojos es necesario un
tiempo de incubacion mayor a 12 h. Es necesario agregar que QDs CdTe-GSH verdes
presentan un tamano de 3.3 nm, amarillos de 4,3 y rojos de 5.5 nm (Pérez-Donoso y
col., 2012, Gautier y col., 2013). Por ende, a medida que el tamafio de los QDs CdTe-
GSH aumenta, su emision varia de verde a rojo, por lo tanto cada tipo de QDs CdTe-
GSH exhibe un espectro de absorcion y emisién caracteristico, de forma que una vez
sintetizados los QDs CdTe-GSH se procede a verificar su espectro de absorcion y
emisién a través del andlisis de 100 uL de muestra mediante Synergy™ H1 Hybrid
Multi-Mode Microplate Reader (Biotek). Una vez que se verifica que los QDs
sintetizados cumplen las caracteristicas requeridas, se procedié a eliminar el exceso de
reactivos remanentes en la solucién de sintesis (Cd*?, Te*, GSH, borato), a través
dialisis, es decir se filtran a través de membranas de dialisis (Dialysis tubing cellulose

membrane, Sigma Aldrich), los cuales poseen poros de 14 kDa de tamafio.
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Posteriormente los QDs fueron liofilizados, y su concentracién fue determinada
mediante peso seco, para luego agregar la cantidad de agua libre de nucleasas

necesaria para obtener una concentracion final igual a 100 mg/mL.

Finalmente, se procedi6 a acoplar QDs CdTe-GSH a la sonda de ARN, mediante la
incubacion de 2 mg/mL de QDs CdTe-GSH con 350 ng/mL de la sonda de ARN por 16

h a 4°C en PBS pH 8,0.

2.3. Analisis de la localizacion sub-celular del ARN gendémico de VIH-1 en

presencia y ausencia de la proteina Rev mediante RNA FISH.
2.3.1.Transfeccion de ADN.

Se sembraron 100.000 células Hela por pocillo de 3,9 cm? (placa de 12 pocillos)
mantenidas en medio DMEM (Life Technologies) suplementadas con 10% suero fetal
de bovino (Hyclone) mas antibidticos (Penicilina (100 U/mL), Estreptomicina (0.1
mg/mL), y Anfotericina B (0,25 ug/mL)) las cuales fueron incubadas a 37° C en una
atmésfera de CO, al 5%. A las 24 h, las células fueron transfectadas utilizando el
polimero catiénico PEI (PolyScience). La proporcion de ug ADN/uL PEI utilizada para
todas las transfecciones fue de 1:5. (Reed y col., 2006). Se generaron las siguientes

condiciones:

a) Control sin transfectar (Mock)

b) Células transfectadas con 1 ug del vector proviral pNL4.3 (contiene el genoma
completo de VIH-1, con una mutacion en el gen env generando un cambio en el
marco de lectura del gen, con el fin de evitar la expresion de las glicoproteinas
de superficie. Esto permite su utilizacién en laboratorios con nivel de

bioseguridad 2) (Adachi y col., 1986).
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c) Células transfectadas con 1 ug del vector proviral pNL4.3 ARev (presenta una

mutacion en el gen rev, de manera que abole la expresion de la proteina Rev).

2.3.2. RNA FISH

Con el objetivo de validar la sonda acoplada a QDs, se realizaron ensayos de RNA
FISH en células previamente transfectadas en el paso anterior, utilizando la sonda
acoplada a QDs y la sonda marcada con UTP-digoxigenina (Soto-Rifo y col., 2013)
como control. A las 24 h post transfeccion, las células fueron lavadas dos veces con 1X
PBS y fijadas por 10 min a temperatura ambiente con 4% paraformaldehido.
Subsecuentemente, las células fueron permeabilizadas con 0.2% Triton X-100 por 5
min a temperatura ambiente y luego hibridadas toda la noche a 37°C en 200 ul de mix
de hibridacion (10% sulfato de dextrano, 2 mM complejo vanadil-ribonucleésido [VRC],
0.02% BSA libre de ARNasa, 50% formamida, 300 ug ARNt y 120 ng de sondas) en
una camara humeda. Posterior a la hibridacién, las células fueron lavadas con solucion
50% formamida/0.2X SSC (30 mM NacCl, 3 mM citrato de sodio) durante 30 min a 50°C.
A continuacion, células expuestas a sondas acopladas a QDs CdTe-GSH, fueron
incubadas por 30 min en solucién de bloqueo (DIG Wash and Block Buffer set, Sigma-
Aldrich). Por otro lado, células incubadas con la sonda marcada con UTP-digoxigenina
son lavadas tres veces con buffer de dilucién de anticuerpos (2X SSC (300 mM NacCl,
30 mM de citrato de sodio), 8% formamida, 2 mM VRC, 0.02% BSA libre de ARNasa).
Para luego afadirles anticuerpos primarios sheep anti-digoxin (Sigma-Aldrich) diluido
1/100 en buffer de dilucién de anticuerpos (2x SSC, 8% formamida, 2mM VRC, 0.02%
BSA libre de ARNasa) por 2 h a temperatura ambiente. Inmediatamente, las células
control fueron lavadas 3 veces con buffer de dilucion de anticuerpo e incubadas con

anti-sheep Alexa 488 (Molecular Probes) diluidos a 1/500 por 90 min a temperatura
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ambiente.

Por ultimo, tanto las células incubadas con sonda acopladas a QDs CdTe-GSH como
las células control fueron lavadas tres veces con 1X PBS, y son incubadas con 10 uL
loduro de Propidio (IP) por 2 min a temperatura ambiente, nuevamente fueron lavadas
tres veces con 1X PBS, una vez con agua y finalmente montadas con solucién de
montaje Fluoromount (Life Technologies).

Como control de especificidad se realiz6 RNA FISH, siguiendo el protocolo descrito
anteriormente, pero con la Unica diferencia que en vez de utilizar 120 ng de sondas, se
utilizé 1 ug de QDs CdTe-GSH, con el objetivo de evaluar el comportamiento de QDs
CdTe-GSH no acoplados a sondas en células Hela.

Finalmente, la localizacion sub-celular del ARNg en ausencia y presencia de la
proteina Rev fue realizada en el Centro de Gendmica y Bioinformatica de la
Universidad Mayor, a través del microscopio confocal TCS SP8 (Leica Microsystems),
el posterior analisis de imagenes fue llevado a cabo mediante el programa FlJl/ImageJ

(NIH).
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RESULTADOS

3.1. Generacioén de sondas de ARN complementarias a la region Gag-Pol de VIH-1

mediante transcripcion in vitro.

La generacion de sondas especificas para reconocer el ARN gendmico (ARNg) de VIH-
1 se inicia a partir del vector pBSK-GagPol (7,604 kb), el cual fue previamente obtenido
a través de la insercion del fragmento Gag-Pol (extraido del vector proviral pNL4.3) en
el vector pBluescript previamente digerido con la enzima EcoRV (Soto-Rifo y col.,

2013).

Previo a la transcripcién in vitro, pBSK-GagPol es linealizado a través de la enzima de
restriccion EcoRI (New England Biolabs), y fue verificado a través de electroforesis en
gel de agarosa 1% (Figura 6). Debido a que la linealizacion incorrecta del vector puede
originar transcritos incompletos o de un mayor largo al requerido, lo cual afectaria las

etapas posteriores de hibridacion de la sonda al ARNg de VIH-1.
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Figura 6. Digestion del vector pBSK-GagPol. Electroforesis en gel de agarosa 1% tefiido con
MaestroSafe ™. A) GeneRuler 1 kb DNA Ladder B) pBSK-GagPol sin digerir C) pBSK-GagPol digerido con
la enzima de restriccion EcoRl
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A continuaciéon, con el fin de establecer el tiempo adecuado de incubacion de la
transcripcién in vitro, se procedid a realizar una cinética de la transcripcion in vitro de 6
h, tomando 2 uL de la reaccién de transcripcidn in vitro cada 1 hora. Posteriormente,
los ARN extraidos en cada tiempo de la cinética de transcripcion in vitro fueron
visualizados a través de electroforesis en un gel de agarosa 1% (Figura 7).
Inicialmente, a los minutos de haberse iniciado la transcripcién in vitro, s6lo se puede
distinguir el vector pBSK-GagPol (Figura 7B). No obstante, a medida que transcurre el
tiempo se empieza a reconocer la generacién de ARN, pudiendo observar inicialmente
fragmentos de menor tamafio, lo que sugiere la generacién de productos de
transcripcién incompleta (Figura 7D,E). Subsecuentemente, se puede apreciar un
aumento en el tamafo y cantidad de los transcritos (Figura F,G), pudiendo asi concluir
que 5 h es el tiempo adecuado de incubacién. En vista de que una vez alcanzadas las

6 h de incubacioén (Figura 7H), es posible distinguir degradacion del ARN.

]pBSK-GagPoI

-

ARN

AB L-DEFanN

Figura 7. Andlisis de la cinética de la transcripcion in vitro. Electroforesis en gel de agarosa 1% tefiido
con MaestroSafe ™. A) GeneRuler 1 kb DNA Ladder. Transcripcion in vitro a diferentes tiempos B) 0 h, C) 1
h,D)2h,E)3h,F)4h,G)5h,H)6 h.
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Una vez determinado el tiempo de incubacion, se procedid a realizar la transcripcién in
vitro a partir del vector pBSKGag-Pol (2.1.2), la remocién del ADN contaminante
(2.1.3), la fragmentacion de la sonda (2.1.5), para luego desfosforilar su extremo 5'
(2.1.6) y finalmente agregar un grupo fosfato unido a un grupo SH (2.1.7).
Posteriormente, a través de un gel de poliacrilamida 10% (Figura 8), se comparo el
tamano entre la sonda fragmentada (2.1.5), y la sonda finalizada (2.1.7). En el primer
caso, es posible distinguir una poblacién heterogénea de fragmentos de ARN (Figura
8B). Sin embargo, estos fragmentos fueron sometidos nuevamente a purificacion in

vitro (2.1.4), pudiendo asi delimitar su tamafo a un menor rango (Figura 8C).

200 bases

100 Baves

A B C

Figura 8. Analisis del tamaio de los fragmentos de ARN. Electroforesis en gel de poliacrilamida 10%,
8M Urea y 0,5x TBE tefido con MaestroSafe™. A) RiboRuler Low Range RNA Ladder B) Sonda de ARN
fragmentada C) Sonda de ARN con grupo fosfato unido a un grupo sulfhidrilo en su extremo 5'.

Se debe recalcar que el tamafo de la sonda repercute directamente en las
condiciones de hibridacion y en la penetracién celular de la sonda. Dado que el
protocolo utilizado para la sonda acoplada a QDs CdTe-GSH fue adaptado a partir del
de la sonda marcada con UTP-digoxigenina, es necesario sefalar que ésta fue

sometida a las mismas condiciones de fragmentacion y purificacion, por lo tanto,
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ambas sondas deberian presentar un longitud similar.

3.2. Determinacion de la temperatura adecuada para el acoplamiento de QDs
CdTe-GSH a sonda de ARN.

Previo al acoplamiento de QDs CdTe-GSH a la sonda de ARN, es necesaria la
realizacion de controles preliminares que permitan determinar la temperatura
adecuada para la reaccion de acoplamiento de QDs a la sonda de ARN, con el
objetivo de evitar su degradacion. De forma que al exponer la sonda de ARN a 4°C,
temperatura ambiente y 37°C, se pudo determinar que 4°C es la temperatura en
donde se genera una menor degradacion de la sonda de ARN (Figura 9).

En consecuencia, se procedié a acoplar la sonda de ARN a QDs CdTe-GSH a 4°C.

100 bases e
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Figura 9. Andlisis del comportamiento de fragmentos de ARN expuestos a QDs CdTe-GSH a
diferentes temperaturas. Electroforesis en gel de poliacriiamida 10%, 8M Urea y 0,5x TBE.
A) RiboRuler Low Range RNA Ladder B) Sonda de ARN en solucién QDs CdTe-GSH sélo expuesta a
42C C) Sonda de ARN en solucion QDs CdTe-GSH expuesta a temperatura ambiente C) Sonda de
ARN en solucion QDs CdTe-GSH sélo expuesta a 37°C durante 90 min.
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3.3. Sintesis y acoplamiento de QDs CdTe-GSH a la sonda de ARN.

Una vez alcanzado el tiempo de incubacion de sintesis de QDs CdTe-GSH se
procedio a verificar 6pticamente los espectros de absorcion y emision a través de la
excitacion de los QDs CdTe-GSH a 360 nm mediante el equipo Synergy™ H1 Hybrid
Multi-Mode Microplate Reader de Biotek. Obteniendo un espectro de absorcién (Figura
10) el cual alcanza un maximo de absorcién de 467 nm, mientras que el espectro de
emision (Figura 11) presenta un maximo de emision de 506 nm, datos que

efectivamente corresponden a QDs CdTe-GSH verdes (Pérez-Donoso y col., 2012).
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Figura 10. Espectro de absorcion de QDs CdTe-GSH verdes. Curva de absorcion fluorescente de
QDs CdTe-GSH sintetizados mediante el método biomimético. Se puede apreciar un maximo de
absorcion a los 467 nm
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Figura 11. Espectro de emision de QDs CdTe-GSH. Curva de emision fluorescente de QDs CdTe-
GSH verdes sintetizados mediante el método biomimético y excitados a 360 nm. Se puede apreciar
un maximo de emision a los 506 nm.
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3.4. RNA FISH

Ensayos iniciales de RNA FISH demostraron que fue posible el reconocimiento de
ARNg de VIH-1 por parte de la sonda acoplada a QDs CdTe-GSH, tanto en células

transfectadas con pNL4.3 como con pNL4.3 ARev (Figura 12).

En el primer caso, se puede apreciar una distribucion heterogénea del ARNg a lo largo
del citoplasma de distintas células, lo que coincide con la localizacién del ARN
gendémico de VIH-1 previamente observado (Soto Rifo y col.,2013). No obstante, para
el caso de ceélulas transfectadas con el vector pNL4.3 ARev se distingue una
distribucion perinuclear del ARNg, lo que difiere con los resultados esperados, puesto
que en ausencia de Rev se espera una retencion nuclear del ARNg y por ende, una
sefial predominante en el nucleo. Por consiguiente, a partir de estos resultados se
puede inferir que la sonda acoplada a QDs CdTe-GSH no fue capaz de ingresar al
nucleo, probablemente debido a que se utilizaron las mismas condiciones de

permeabilizacién que se emplean para la sonda acoplada a UTP-digoxigenina.
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Colocalizacion

Mock

pNL4.3

pNL4.3ARev

Figura 12. Microscopia confocal de RNA FISH en células HeLa transfectadas con plasmidos pNL4.3
y pNL4.3ARev. En rojo se observan los nucleos de las células tefidos con loduro de Propidio (IP) y en
verde se observa la fluorescencia emitida por QDs CdTe-GSH. Mock: Células HelLa sin transfectar. Previo
a la hibridacion in situ células HelLa fueron permeabilizadas durante 5 min. Barra indica 10 um.
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Puesto que QDs CdTe-GSH poseen un mayor tamano que UTP-digoxigenina, para
mejorar las condiciones de uso de la sonda se repiti6 el RNA FISH aumentando el
tiempo de permeabilizacion con el buffer 0.2% Triton X-100 a 15 min. Este cambio en
el protocolo permitié el ingreso de la sonda acoplada a QDs CdTe-GSH al nucleo
(Figura 13). Pudiendo asi contrastar la localizacién del ARNg de VIH-1, en presencia y

ausencia de la proteina Rev.

En primera instancia, al estar la proteina Rev presente se permite el transporte
nucleocitoplasmatico de los transcritos virales, por lo tanto se puede apreciar la unidon
de la sonda acoplada a QDs CdTe-GSH al ARNg de VIH-1 en el citoplasma, como ya
fue previamente observado (Figura 12). Cabe destacar que el destino de los ARN
virales que contienen intrones depende principalmente de Rev, de manera que en
ausencia de esta proteina, los ARN son retenidos en el nucleo. Lo que corresponde a
lo observado para la transfeccion con el vector pNL4.3 ARev, donde fundamentalmente
el ARNg de VIH-1 se localiza en el nucleo, hecho que repercutiria en la sintesis de

proteinas virales estructurales tales como Gag y Pol (Figura 13).

Finalmente, es necesario destacar que en ningun caso fue posible apreciar el ingreso
celular de sondas QDs CdTe-GSH en células sin transfectar (Mock), lo que indicaria la

especificidad de la sonda para el estudio de ARNg de VIH-1.
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Figura 13. Microscopia confocal de RNA FISH en células HeLa transfectadas con plasmidos pNL4.3
y pNL4.3ARev. En rojo se observan los nucleos de las células tefidos con loduro de Propidio (IP) y en
verde se observa la fluorescencia emitida por QDs CdTe-GSH. Mock: Células HelLa sin transfectar. Previo
a la hibridacioén in situ células HelLa fueron permeabilizadas durante 15 min. Barra indica 10 um.



3.4.1 Comparacion entre sonda acoplada a QDs CdTe-GSH y UTP-digoxigenina

Al comparar la deteccion de ARNg a través de sondas acoplada a QDs CdTe-GSH y
de sondas marcadas con UTP-digoxigenina (Figura 14), podemos apreciar una mayor
intensidad de la sefal en el ultimo caso. Particularmente, en células transfectadas con
el vector pNL4.3 se observa que la senal abarca gran parte del citoplasma, a diferencia
de la sonda acoplada a QDs CdTe-GSH, la cual comprende una region bastante
menor. Por otro lado en células transfectadas con el vector pNL4.3 ARev, los ARNs
blancos se encuentran agrupados en el nucleo en ambas condiciones.
Nuevamente, la intensidad de sefial producida por la sonda marcada con UTP-
digoxigenina es mayor a la generada por la sonda acoplada a QDs CdTe-GSH.
Sin embargo, es posible observar un aumento en la intensidad de la senal
proporcionada por la sonda acoplada a QDs CdTe-GSH, pudiendo asi inferir una
relacion entre la intensidad de sefial y la cantidad de ARN detectado, lo que podria

correlacionarse con los niveles de expresion génica.

Las diferencia en la intensidad de la sefial proporcionada por cada sonda puede ser
explicada por la diferencia del marcaje utilizado, debido a que sondas acopladas a
UTP-digoxigenina, estan marcadas a lo largo (cada 20 a 25 nucledtidos existe una
molécula de digoxigenina unido a UTP) a diferencia de la sondas acopladas a QDs
CdTe-GSH las cuales sélo estan marcadas en su extremo 5'. Ademas el uso de
anticuerpos permite la amplificacion de la sefal asociada a la sonda marcada con UTP-
digoxigenina, lo cual puede facilitar su visualizacion, pero por otro lado puede impedir
la visualizacion simultanea de otros procesos celulares y la localizacion especifica de

un ARN de interés.

36



Sonda acoplada a QDs CdTe-GSH Sonda acoplada a UTP-digoxigenina
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Figura 14. Microscopia confocal de RNA FISH en células HeLa transfectadas con plasmidos pNL4.3
y PpNL4.3ARev utilizando sondas acopladas a QDs CdTe-GSH y sondas acopladas a UTP-
digoxigenina. En rojo se observan los nucleos de las células tefidos con loduro de Propidio (IP) y en
verde se observa la fluorescencia emitida por QDs CdTe-GSH o la sonda marcada con UTP-digoxigenina.

Barra indica 10 um.
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3.4.2 Evaluacion de la penetracion de la sonda acoplada a QDs CdTe-GSH al

nucleo.

Debido a los problemas iniciales que presentd la sonda acoplada a QDs CdTe-GSH
para el ingreso al nucleo, se procedid a realizar una visualizacion ortogonal que

permitié corroborar el ingreso de la sonda acoplada a QDs CdTe-GSH.

En presencia de Rev, para sondas acopladas a QDs CdTe-GSH y UTP-digoxigenina,
puede distinguirse la presencia de ARNg de VIH-1 cerca del nucleo, pero en ningun
caso en su interior. Al igual que observamos anteriormente (Figura 14), la sefial
generada por la sonda acoplada a UTP-digoxigenina es mas intensa, de forma que se
puede apreciar mayor fluorescencia alrededor del nucleo, a diferencia de la sonda

acoplada a QDs CdTe-GSH (Figura 15).

Por otro lado, en ausencia de Rev, en ambos casos se distingue una distribucion
nuclear predominante. Sin embargo, al existir una acumulacion de ARNg en el nucleo
se puede apreciar una sefial mas intensa al utilizar la sonda acoplada a QDs CdTe-

GSH (Figura 15).

Estos resultandos nos llevan a concluir que en términos de visualizacién, la sonda
acoplada a QDs CdTe-GSH es superior a la sonda marcada con UTP-digoxigenina.
Debido a que nos permite observar de una manera mas focalizada la localizacién del

ARNg de VIH-1, lo que podria facilitar el estudio de la expresion génica de VIH-1.
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Figura 15. Visualizacion ortogonal de microscopia confocal de RNA FISH en células HelLa
transfectadas con plasmidos pNL4.3 y pNL4.3ARev. Se presentan planos celulares observados en el
eje XY (imagen central), eje YZ (derecha) y eje XZ (inferior). En rojo se observan los nucleos de las células
tefiidos con loduro de Propidio (IP) y en verde se observa la fluorescencia emitida por QDs CdTe-GSH o la
sonda marcada con UTP-digoxigenina. Previo a la hibridacién in situ células HelLa fueron permeabilizadas
durante 15 min.
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3.4.3 Ensayos de especificidad de QDs CdTe-GSH

Una vez que se ha verificado el correcto funcionamiento de la sonda de ARN acoplada
a QDs CdTe-GSH, se procedio a realizar controles utilizando 1 ug QDs CdTe-GSH en
lugar 120 ng de sonda, con el objetivo de evaluar el comportamiento de estos
nanocristales en células HelLa (Figura 16). Aunque, se puede apreciar una leve
incorporacion de QDs CdTe-GSH a la célula, esta marca es difusa y no es similar a la
observada cuando los QDs CdTe-GSH estan acoplados a la sonda de ARN. Ademas,
no es posible apreciar el ingreso de QDs CdTe-GSH al nucleo, de forma que es mas
factible asegurar que sélo sondas acopladas a QDs CdTe-GSH son capaces de
ingresar al nucleo. Por otro lado, en los controles sin transfectar (Figura 12 y 13), no
fue posible divisar la incorporacién celular de los QDs CdTe-GSH, de manera que se
podria inferir que a concentraciones tan altas como 1 ug de QDs CdTe-GSH, se

produce el ingreso inespecifico de QDs CdTe-GSH.
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Figura 16. Microscopia confocal de RNA FISH en células HeLa previamente incubadas con 1 ug de
QDs CdTe-GSH. En rojo se observan los nucleos de las células tefiidos con loduro de Propidio (IP) y en
verde se observa la fluorescencia emitida por QDs CdTe-GSH.. Previo a la hibridacion in situ células HelLa

fueron permeabilizadas durante 15 min. Barra indica 10 um.
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DISCUSION Y PROYECCIONES

El uso de QDs para el estudio de VIH, se ha limitado principalmente a la deteccion de
particulas virales (Ming y col.,, 2009, Kim y col.,, 2009, Klostranec vy col., 2007),
subestimando su gran potencial para el estudio de los diferentes pasos implicados en
la regulacién de la expresidn génica, tales como el metabolismo, transcripcién,
procesamiento y degradacion del ARN, los cuales ocurren en diferentes
compartimentos celulares.

Es por esto que en esta investigacion se buscd dar un nuevo enfoque al estudio del
ARNg viral a través de experimentos de hibridacién in situ fluorescentes utilizando
sondas de ARN acopladas a QDs CdTe-GSH. Aunque ya se ha reportado el
acoplamiento de QDs a sondas utilizadas en FISH para el estudio de ARN,
generalmente ha sido en sondas de ADN vy oligonucledtidos. Esto ha permitido el
estudio simultaneo de la distribucion sub-celular de multiples ARN blancos (Chan y
col., 2005) y el seguimiento de particulas individuales (Ishihama y col., 2009).
No obstante, se ha desestimado el acoplamiento directo de QDs a sondas de ARN,
probablemente debido a que las sondas de ARN poseen menor estabilidad y son mas
susceptibles a la degradacion que las sondas de oligonucle6tidos, ADN mono y
bicatenario. Sin embargo, hibridos de ARN-ARN, son mas estables que los de ARN-
ADN y ADN-ADN (Lesnik & Freier, 1995). Por lo que el uso de sondas de ADN
presentan mayor dificultad para unirse a ARN nuclear, de forma que el acoplamiento
de QDs a ARN, representaria una alternativa favorable para el estudio de la
localizacién de ARN en la célula, como también su tasa de transcripcion y degradacion.
De igual modo, sondas de oligonucleétidos presentan limitaciones, puesto que constan

de 20 a 50 nucledtidos, y deben poseer un contenido de G-C entre 50-55%, ya que un
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contenido mayor a 60% producen uniones inespecificas, ademas no deben contener
secuencias palindromicas, dado que pueden provocar la formacion de bucles intra o

intercatenarios que limitarian su hibridacion (Mitsuhashi y col., 1996).

4.1 Comparacioén entre sondas acopladas a QDs CdTe-GSH y UTP-digoxigenina

Habitualmente, para el estudio de ARN a través de hibridacién in situ fluorescente se
utilizan sondas de ARN marcadas con UTP-digoxigenina, las cuales se obtienen por
transcripcidén in vitro, técnica que permite la incorporacion de nucleétidos marcados con
marcadores antigénicos, en este caso digoxigenina, molécula capaz de acoplarse
guimicamente al carbono 5' del uracilo y posteriormente ser reconocida por anticuerpos
que permitiran su reconocimiento a través de microscopia confocal. Su uso para el
estudio de la localizacion de ARN, permite el reconocimiento sub-celular de ARN,
obteniendo resultados favorables. Sin embargo, la visualizacion de UTP-digoxigenina
esta sujeta al uso de anticuerpos, lo que representa un costo y tiempo de incubacion
adicional. Por lo tanto, esta técnica podria ser optimizada mediante el uso de nuevas
moléculas fluorescentes, tales como QDs CdTe-GSH sintetizados a través del método
biomimético desarrollado por Pérez-Donoso (Pérez-Donoso y col.,, 2012), el cual
permite la obtencién de QDs altamente fluorescentes y biocompatibles. Esta ultima
caracteristica es otorgada por su recubrimiento de GSH, tripéptido que participa en
aspectos esenciales de la homeostasis celular, dado que desempefia un rol
fundamental en la defensa contra el estrés oxidativo. De forma que GSH es esencial
para el mantenimiento de la actividad celular, especificamente en la sintesis de
aminoacidos y vitaminas (Arrigo, 1999). Cabe destacar que las concentraciones
intracelulares de GSH estan sujetas a la accion de la Glutation Reductasa, enzima

constitutivamente activa e inducible bajo estrés oxidativo.
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Por otro lado, es necesario sefalar que GSH presenta grupos funcionales en su
superficie tales como acidos carboxilicos, aminas primarias y tioles, los cuales pueden
ser utilizados para la conjugacion a ligandos blancos a través de quimicos tales como
carbodiimida, maleimida y succinimida. Esto, facilitaria la asociacién de QDs a
biomoléculas como anticuerpos, acidos nucleicos, péptidos y aptameros.
Adicionalmente, QDs CdTe-GSH presentan propiedades espectroscopicas
sintonizables, es decir presentan la oportunidad de modular su espectro de emisidon de
fluorescencia, con el propésito de evitar la superposicion de espectros de emisién y por
consiguiente genera posibilidades de heteroconjugacion con oligonucleétidos,
proteinas y fluoréforos organicos, pudiendo incluso permitir su uso multiple, sin
interferir sus funciones biolégicas. De manera que se podria considerar en la
conjugacion de QDs acoplados a anticuerpos de longitud de onda de emision distintas,
para el estudio simultdneo de ARNs blancos (Chan y col., 2005).

Es necesario agregar, que se ha reportado la interaccién funcional entre QDs CdTe-
GSH verdes y anticuerpos anti-Salmonella Typhi (Gautier y col., 2013), permitiendo la
deteccion de antigenos, de forma que el complejo QDs/anticuerpo es capaz de
detectar el antigeno especifico en un procedimiento experimental simple que no
requiere anticuerpos secundarios, demostrando asi que la interaccién con moléculas
biolégicas tales como anticuerpos no afecta la estructura, propiedades ni actividades
de este tipo de proteinas.

Considerando estos antecedentes, se procedi6 a elaborar sondas de ARN acopladas a
QDs CdTe-GSH, lo cual pudo ser verificado a través de ensayos de hibridacién in situ
fluorescente, pudiendo asi probar su funcionamiento en células HeLa, mediante la
modificacion del protocolo utilizado para sondas de ARN marcadas con UTP-

digoxigenina (Soto-Rifo y col.,2013).
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En particular, se opt6 probar el funcionamiento de la sonda en presencia y ausencia de
la proteina Rev, debido a su funcion esencial en la replicacion de VIH-1, puesto que no
existe duda de que la sintesis de proteinas virales tales como Gag y Gag-Pol, se ve
dramaticamente reducida en su ausencia. Ademas, nos permite analizar el
comportamiento de la sonda acoplada a QDs CdTe-GSH en estructuras sub-celulares
como el nucleo.

Al comparar experimentalmente ambas sondas en presencia y ausencia de la proteina
Rev, es posible concluir que la sonda acoplada a QDs CdTe-GSH nos permite
observar de una manera mas focalizada la localizacion del ARNg de VIH-1, lo que
podria facilitar el estudio del a expresién génica de VIH-1. Sin embargo, presenté
algunos inconvenientes tales como mayor dificultad para ingresar al nucleo, debido a

su mayor tamafo, por lo que es necesario someterla a mayores analisis.

4.2 Estandarizacion y caracterizacion de la sonda acoplada a QDs CdTe-GSH

La biodistribucion, biocompatibilidad y propiedades fluorescentes de QDs dependen de
varios factores derivados de sus propiedades fisicoquimicas (Lovric y col., 2005). Por
ende, factores tales como la polaridad del solvente (region interior de las células,
proteinas, membranas y otras estructuras biomoleculares), pH, viscosidad,
temperatura, potencial eléctrico y concentracidn i6nica, constituyen elementos
relevantes para la hibridacion y estabilidad de la sonda. Por lo tanto, es necesario un
mayor estudio del comportamiento de la sonda acoplada a QDs CdTe-GSH en
diferentes condiciones.

Al respecto, se ha modificado el tiempo de permeabilizacién, concluyendo que debido a
su mayor tamafno la sonda acoplada a QDs CdTe-GSH requiere un mayor tiempo de

permeabilizacion que la sonda acoplada a UTP-digoxigenina. Sin embargo, diferentes
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lineas celulares difieren en la permeabilidad de la membrana, a causa de la interaccién
entre el detergente (Triton X-100) y los lipidos constitutivos de la membrana (Le Maire
y col.,2000). Ademas, el transporte de QDs a través del citoplasma, y los complejos de
los poros nucleares también varian en diferentes tipos celulares, lo que influencia la
capacidad de QDs para entrar al nucleo (Terry y col., 2007). Por consiguiente, es
posible que un mayor tiempo de permeabilizacion no funcione de igual manera en
distintas lineas celulares. Por otro lado, el tiempo de fijacién es un factor importante en
el funcionamiento de la sonda puesto que determina su estabilidad y localizacion
dentro de la célula, como también sus propiedades de emisién, por lo que seria
interesante analizar su comportamiento con otras alternativas de fijacién tales como
glutaraldehido, metanol o paraformaldehido a una diferente concentracion.

En cuanto al impacto celular que produce QDs CdTe-GSH, se ha evaluado su
comportamiento en la linea celular de cancer gastrico MKN45, para esto se llevaron a
cabo ensayos donde células fueron incubadas con 100 ug/mL de QDs CdTe-GSH, en
presencia de lipofectamina, lipido catidnico que permite la internalizacién celular de los
QDs CdTe-GSH. Pudiendo asi determinar que QDs CdTe-GSH mantienen su
fluorescencia asociada en el citoplasma sin producir cambios en la morfologia celular,
lo que sugiere que no producen efectos toxicos a la concentracion evaluada, ni
tampoco generan danos celulares al ser internalizados (Gautier y col., 2013, Pérez-
Donoso y col., 2012). Esto reafirma su idoneidad para el rastreo celular y marcaje
biolégico. Ademas, vale la pena sefalar que a través de ensayos de citometria de flujo
se estudio la relacion entre la concentracion de QDs CdTe-GSH y apoptosis celular,
pudiendo concluir que la incorporacion de estas nanoparticulas, no genera efectos
citotéxicos considerables, a diferencia de la mayoria de QDs CdTe sintetizados por

métodos tradicionales (Lovric y col., 2005, Fang y col., 2012, Shiohara y col., 2004).
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Una posible alternativa para la caracterizacién de la sonda acoplada a QDs CdTe-GSH
seria el uso de Dynamic Light Scattering (DLS), el cual ha sido utilizado para estudiar
la homogeneidad y agregacion de transcritos de ARN, producidos de manera in vitro
(Stetefeld y col., 2016). DLS es capaz de determinar su tamafo, estabilidad a distintos
pH y peso molecular, el cual puede ser comparado con el peso molecular experimental
de la secuencia de la proteina o acido nucleico, pudiendo asi proveer informacion util
tal como estado oligomérico, degradacién o cambio en el peso molecular una vez que
interacciona con otras moléculas. Debido a que los QDs CdTe-GSH ya han sido
previamente caracterizados a través de DLS (Pérez-Donoso y col., 2012),
la caracterizacion de la sonda permitiria generar un contraste entre QDs CdTe-GSH
individuales y acoplados a ARN. Esto nos permitiria obtener informacion significativa
para determinar las condiciones 6ptimas de uso.

De igual manera, son necesarios analisis de fotoestabilidad y fotoblanqueamiento,
ademas de una cinética que permita evaluar la funcionalidad de la sonda acoplada a
QDs CdTe-GSH a través del tiempo y determinar sus condiciones de almacenamiento,
tales como la temperatura y exposicién a la luz. En vista de que realizamos ensayos
con sondas mantenidas a -20°C por semanas y perdié su funcionamiento, es por esto

que actualmente la sonda es mantenida en oscuridad y a -80°C.
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CONCLUSIONES

Las principales conclusiones derivadas del presente trabajo pueden resumirse en los

siguientes puntos:

Este trabajo representa la prueba de concepto de que es posible generar
sondas de ARN acopladas a QDs para uso en RNA FISH, las cuales son
capaces de unirse al ARNg de VIH-1 y asi poder analizar su localizacién sub-
celular en presencia y ausencia de la proteina Rev, a través de ensayos de
hibridacion in situ fluorescente y microscopia confocal. Esto sienta los
precedentes para el uso de QDs CdTe-GSH en el estudio de ARN y amplia

alternativas de analisis de la expresién génica de VIH-1 u otros tipos de virus.

Si bien el uso de QDs presenta ventajas considerables sobre los fluoréforos
organicos, no se pretende reemplazar a los fluoréforos organicos en el estudio
de sistema bioldgicos, sino mas bien ofrecer un complemento, ya que ambos
presentan beneficios y desventajas. Es por esto que el enfoque de este trabajo
radica principalmente en que la combinacion de las caracteristicas de QDs y
fluoroéforos organicos, pueda proporcionar un avance en el estudio de la

expresion génica viral.
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