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para los niveles de ARNm de p27%"' en las células
resistentes. La respuesta de las células transfectadas al
IFN-0, fue evaluada mediante un ensayo anti-prolife-
rativo, con la utilizacién de las lineas NCI-H82 y H82R
como controles (Figura). Se obtuvo que las células NCI-
H82 son muy sensibles: concentraciones tan bajas como
7,5 Ul/mL de IFN-0t, producen 30% de inhibicién. Sin
embargo, en el caso de las células transfectadas y H82R
hubo muy poca variacién, con niveles de crecimiento
relativo entre 77 y 97%. El andlisis estadistico de estos
resultados mostré diferencias significativas entre la li-
nea NCI-H82 y las células H82R y las transfectadas
conel gen E7. En teoria se pudiera explicar la ausencia
de respuesta de las células transfectadas, si se toma
como base un reporte previo [2] que indica que la capa-
cidad de E7 de superar ciertas formas de detencién del
ciclo celular en GO/G1, se debe en parte a su unién al
inhibidor p27%®', lo que trae como consecuencia que
p27%"" no pueda inhibir la actividad quinasa asociada a
la ciclina E/Cdk2. Los VPH han sido identificados como
agentes causales de diversas lesiones epiteliales proli-
ferativas como el condiloma acuminado y las verrugas
comunes. Estos virus han emergido rapidamente como
la enfermedad viral de transmision sexual de mayor pre-
valencia en la actualidad. Segin estimados, uno de cada
tres individuos sexualmente activos estd infectado con
algin tipo de VPH. Aproximadamente un millén de
casos nuevos son diagnosticados cada afio. También se
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ha sefialado, como factor etiolégico del cancer de cérvix,
que aproximadamente 90-95% de los pacientes con can-
ceres cervicales invasivos contienen ADN de VPH. Por
otra parte, los IFN han sido aprobados para la terapia
de diversas enfermedades. Sin embargo, estudios clini-
cos demostraron que con frecuencia hay recurrencia o
ausencia de respuesta. Los mecanismos de resistencia
no se conocen, aunque la presencia de las proteinas de
los VPH y sus interacciones con las moléculas de sefia-
lizacion celular pudieran estar involucrados en esta re-
sistencia.

En este trabajo se establecen, por primera vez, las
bases moleculares de la resistencia de tipos oncogénicos
de los VPH al tratamiento con IFN-0.,. La posible
vinculacién de la presencia de oncoproteinas con lare-
sistencia al tratamiento, permitiria establecer una racio-
nalidad en la terapia con el IFN-0.,. Ei clinico sabria
antes del comienzo del tratamiento y teniendo en cuen-
ta los resultados de las pruebas de deteccidén de VPH, si
el paciente responderd o no al mismo. Esto mejoria la
calidad de vida del paciente, pues le evitaria someterse
a protocolos con poca probabilidad de éxito y obligaria
a disefiar nuevos protocolos que aumenten la eficacia
del tratamiento, mediante la inclusion de nuevos
farmacos cuya actividad combinada resulte mas efecti-
va que el IFN-0t solo. De este modo, aumentaria el
namero de pacientes curados y, por lo tanto, la eficien-
cia del sistema nacional de salud.

Figura. La transfeccién del gen E7 del YPH 16 en la linea celular
NCI-H82 induce resistencia al efecto antiproliferativo del IFN-t,.
Se utilizé un rango de concentraciones de IFN-ay,;, (Heber Biotec,
Cuba) de 7,5 Ul/mL a 4 000 Ui/mL. Se utilizaron diluciones
seriadas 1:2 y se determiné la proliferacion celular mediante un
ensayo colorimétrico. Los datos son presentados como por cien-
tos de células no tratadas. Los puntos representan la media de
las mediciones de tres ensayos diferentes y las barras represen-
tan la desviacién estandar. Los asteriscos indican diferencias sig-
nificativas (p < 0,01) con respecto a las células NCI-H82.
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Introduccion

Se describe una metodologia nueva, sencilla y sensi-
ble para el andlisis y caracterizacidn estructural de
oligosacdridos N-enlazados de glicoproteinas natu-
rales o recombinantes. Esta metodologia estd inclui-
da en las llamadas técnicas de perfil de mapeo
bidimensional de oligosacdridos neutros y sialilados,
mediante el empleo del 4dcido 8-amino-1,3,6-naftalen
trisulfénico (ANTS) como agente derivatizante fluo-
rescente.
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Como principales virtudes de esta metodologia se

destacan:

1. Se requieren sélo picomoles de oligosacarido para su
caracterizacién, lo que representa microgramos de
la glicoproteina de interés a diferencia de los méto-
dos tradicionales (RMN), que utilizan cantidades
superiores en dos ordenes de magnitud.

2. Permite prescindir, en muchos casos, del uso de méto-

dos fisico-quimicos de anélisis muy especializados y
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caros como la espectrometria de masas y la resonan-
cia magnética nuclear proténica de alta frecuencia.

3. Se pudiera incluir como método de analisis de la
glicosilacion lote a lote en procesos productivos de
glicoproteinas recombinantes.

Descripcion del resultado
e 1mportancia

La metodologia propuesta incluye los siguientes

pasos:

1. Reacciéon de aminacién reductiva con ANTS de los
oligosacaridos liberados por hidrdlisis enzimética
con la endoglicosidasa PNGasa F.

2. Separacion simultanea o consecutiva en columna de
aminoadsorciéon (NH>-HPLC) y/o mediante elec-
troforesis en geles de poliacrilamida (FACE).

3. Representacion bidimensional de los valores de
tiempo de retencién relativo con respecto a una
referencia interna, Man;GlcNAc,, (HPLC) e indi-
ce de migracién relativo con respecto a una serie
de maltooligosacaridos (FACE).

4. A partir del procedimiento anterior, se construye
un mapa bidimensional donde se incluyen compues-
tos de referencia previamente reportados en la lite-
ratura o caracterizados por métodos adecuados, y
las muestras problema son caracterizadas por su
localizacién en este mapa (Figura y Tabla).

5. En el caso necesario, se disefiarian experimentos
adicionales de digestion con exoglicosidasas espe-
cificas o de interaccién lectina-oligosacérido para
obtener informacién complementaria sobre la es-
tructura, lo que eliminaria posibles ambigiiedades
en la asignacion inicial.

El resultado que se describe incluye:

* Caracterizacion de la glicosilacién de proteinas mo-
delo reportadas en la literatura (cl-antitripsina,
IgG2a y orosomucoid o glicoproteina acida al).

+ Caracterizacidn de la glicosilacion de seis proteinas
recombinantes expresadas en la levadura Pichia
pastoris (dextranasa, a-amilasa, invertasa, Mucor
rennina, antigeno de la garrapata Bm86 y subunidad
catalitica de la enteroquinasa bovina).

» Caracterizacion de la glicosilacién de anticuerpos
monoclonales de diferentes origenes (IOR R3 de
ascitis de ratén y obtenido en biorreactores).

e Caracterizacion de la glicosilacién de un panel
europeo de sueros estdndares de pacientes con ar-
tritis reumatoide y muestras de pacientes.cubanos.

 Caracterizacion de la glicosilacion de la eritropoyeti-
na humana recombinante expresada en células CHO.

Importancia del resultado

Esta metodologia permite, de forma sencilla y econd-
mica y al alcance de cualquier laboratorio de bioquimica
o biologia molecular, la caracterizacién de la N-glicosi-
lacién de glicoproteinas naturales o recombinantes.
Esta caracterizacion se torna mds imprescindible cada
dia, debido a que se estd introduciendo como medida
regulativa para glicoproteinas de interés médico-far-
macéutico. a partir del reconocimiento cientifico del
papel decisivo que pueden jugar los residuos de
oligosacdridos covalentemente enlazados a las protei-
nas, tanto en sus caracteristicas fisico-quimicas como
en su actividad bioldgica. Un ejemplo ilustrativo de
esto lo constituye la hormona eritropoyetina, que cuan-
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Figura. Representacion grafica de los valores de tiempo de retencion relativo (1) e indice de

migracion relativo (RMI) de los compuestos de referencia. Las estructuras incluidas en este gréfico
pertenecen a las familias siguientes: a) oligomanésidos desde MansGlcNAc; hasta MansGlecNAc;
b) complejos asialilados del tipo diantenarios, triantenarios y tetraantenarios; ¢) diantenas sialiladas;
d) triantenas sialiladas y e) tetraantenas sialiladas. Las lineas L representan familias de compues-
tos de diferente nUmero de antenas pero con similar carga total efectiva dada por la contribucién
de acidos sidlicos con enlaces a 2,3 o « 2,6. Debajo del grafico aparecen las ecuaciones que
representan a cada recta con sus valores correspondientes de R2. Los valores de coeficientes de
correlacién son mayores o iguales a 0,97 para las ecuaciones a-e y mayores o iguales a 0,94 para
las L=0-4. Las pendientes de las ecuaciones a y b resultaron positivas mientras que las de las
ecuaciones c-e fueron negativas debido a la contribucién negativa de los acidos siglicos enlazados
a los terminales no-reductores de los oligosacaridos. En caso de andlisis de muestras problemas se
introducen los datos de t*"7 y RMI, y segin su ubicacién en el mapa asi serd la estructura
propuesta. Cuando la coincidencia no es total entonces para la proposiciéon de estructura se tiene
en cuenta la contribucién de cada monosacérido a los valores de tiempo de retenciéon en HPLC y
migraciéon electroforética (Tabla).

do es glicosilada en forma incorrecta es perfectamente
reconocida in vitro por los receptores celulares, sin
embargo, su actividad in vivo es practicamente des-
preciable por presentar un tiempo de vida medio de
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circulacién muy pequefio. Quintero O, Montesino R, Cremata JA.

Two-dimensional mapping of 8-amine-

La caracterizacién de la glicosilacién por méto-
dos fisico-quimicos, ademdas de requerir un
equipamiento muy costoso como el de la resonan-
cia magnética nuclear de alta frecuencia, necesita
cantidades de muestra que pueden alcanzar las de-
cenas o centenas de miligramos de glicoproteina.
Este dltimo aspecto se convierte en una limitacion
importante por el alto valor de estos productos.

1,3,6-naphthalene trisulfonic acid deriva-
tives of N-linked neutral and sialyloligo-
saccharides. Anal Biochem 1998;256:
23-32.

2. Montesino R, Garcia R, Quintero O,
Cremata JA. Variation in N-linked oligo-
saccharide structures on heterologous
proteins secreted by the methylotrophic
yeast Pichia pastoris. Protein Expression
and Purification 1998;14:197-207.

Tabla. Contribucion a los valores de RMI y t""de los monosacaridos mas abundantes

de los oligosacdridos N-enlazados a glicoproteinas.

Monosacarido ARMI® At Mer7i®) ) (At M /ARMI)
Manosa 0,7 0,09 0,12
Galactosa 1,0 0,08 0,08
Fucosa 0,5 0,04 0,08
N-acetil glucosamina 0,7 0,06 0,09
Acido sialico (i 2,3) -0,4 0,17 -0,40
Acido siglico (i 2,6) 0,7 0,32 0,43

IE) error experimental en el valor de RMI es menor de 2%.
®IE} error experimental en el valor de t*°"7 es menor de 2%.

e~ Calculado como el cociente de los valores de tiempo de retencion relativo e indice de migrocion
relativo. Este parametro refleja el comportamiento de los diferentes tipos de monosacaridos dependiendo
de su naturaleza diferenciandose claramenete entre oligosacaridos neutros y sialilados. Observe que entre
los monosacaridos neutros la manosa se diferencia ligeramente del resto. Con respecto a la contribucion
de los acidos sialicos, o pesar de la contribucién diferenciada en cuanto a la configuracién del enlace

(2,3 0 ¢2,6) en términos de ARMI y At ™", el cociente “r” para ambos es practicamente el mismo.
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El desarrollo y la introduccién de los métodos de
perfil para la caracterizacién de la glicosilacion de
proteinas naturales o recombinantes resuelve este
problema y permite, a su vez, una mejor caracteri-
zacioén del producto, incluso por lote de produc-
cién, en aquellos casos que lo requieran.

Desde el punto de vista del aporte cientifico, esta
metodologia tiene ventajas sobre otras descritas, entre
las que se encuentran:

1. Permite analizar, en un Gnico sistema, tanto
oligosacaridos neutros como cargados (sialilados,
fosfatados, sulfatados, etc.), lo cual representa una
limitacién para otros métodos.

2. Presenta la mayor resolucién reportada hasta el
momento para los oligosacaridos cargados.

3. Constituye el primer reporte de agrupacién de las
estructuras de oligosacéaridos de N-glicosilacion en

familias de homologia, en dependencia de la estruc-
tura y grado de ramificacidn (series homoélogas).

4. El método tiene caracter predictivo (dado por lo des-
crito en el punto anterior y por la contribucién de cada
monosacarido a los valores de tiempo de retencién
relativo e indice de migracién relativo), lo que facilita
el disefio de experimentos con exoglicosidasas especi-
ficas en los casos de estructuras no reportadas.

5. El tipo de derivado fluorescente que se utiliza tam-
bién puede ser analizado por espectrometria de ma-
sas con ionizacidn por electronebulizacién. Esta pro-
piedad permite realizar analisis con esta técnica para
corroborar los resultados en casos de ambigiiedad.
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Introduccién

Los geminivirus, en particular los miembros del género
Begomovirus, son considerados el problema fitosanitario
principal del cultivo del tomate en las regiones tropica-
les y subtropicales, y ocasionan pérdidas cuantiosas.
Cuba no escapa a esta situacion emergente y se han
descrito porcentajes elevados de infeccion viral en las
areas comerciales del pais desde finales de 1989.

Los objetivos de este trabajo han estado encami-
nados a realizar la identificacién molecular de los
geminivirus presentes en las plantaciones cubanas
de tomate, y desarrollar los métodos moleculares para
el diagndstico répido y preciso de geminivirus en las
areas de produccion.

Se identificaron por primera vez en Cuba dos geminivi-
rus bipartitos nuevos, los cuales fueron denominados virus
“Habana” del tomate (HTV) y virus “Taino” del motea-
do del tomate (TTMoV). Ambos virus poseen dos com-
ponentes genémicos (ADN-A y ADN-B) con secuen-
cias diferentes, a excepcién de la regién comiin, en la cual
se encuentran sitios y estructuras moleculares involucra-
das en la replicacion y transcripcién virales. El andlisis de
los marcos abiertos de lectura demostré que los virus
caracterizados estan filogenéticamente relacionados con
los del género Begomovirus del nuevo mundo.

La caracterizacién biolégica y molecular de estos
virus ha derivado en la obtencién de diagnosticadores
empleados en la actualidad para la determinacién de
los agentes etiolégicos causantes de epifitias en culti-
vos de interés econdmico para el pais.
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Resultados y Discusion

El presente trabajo recoge los resultados de identifica-
cién molecular de dos geminivirus bipartitos nuevos
presentes en las plantaciones cubanas de tomate. Se
describen dos procedimientos para el aislamiento y la
clonacién de estos patdgenos: 1) la clonacién de
genomas totales a partir de fragmentos amplificados
por la reaccidn en cadena de la polimerasa (RCP), y 2)
la clonacién a partir del intermediario replicativo
geminiviral. A través de la secuenciacién de los genomas
clonados, se identificaron dos geminivirus bipartitos
(HTV y TTMoV) diferentes a los descritos previa-
mente en la literatura. La infectividad de ambos virus
fue comprobada mediante la transferencia de sus
genomas a plantas hospederas por medio de la
agroinoculacién y la biobalistica.

Las comparaciones de las secuencias de los diferen-
tes polipéptidos codificados por cada componente
viral con las de otros geminivirus, demostraron que
tanto TTMoV como HTV estan relacionados
filogenéticamente con otros virus aislados de la cuen-
cadel Caribe, América del Sur y la Florida.

La caracterizacién molecular y biolégica de am-
bos virus permite profundizar en el conocimiento
de la etiologia de la principal epifitia que afecta los
rendimientos de las plantaciones cubanas de toma-
te. Ademds, constituye un paso fundamental en el
establecimiento de un diagndstico certero y de una
via de seguimiento de la propagacién de la enferme-
dad hacia otros cultivos con potencialidad como hos-
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