o A
IPICYT

INSTITUTO POTOSINO DE INVESTIGACION
CIENTIFICA Y TECNOLOGICA, A.C.

POSGRADO EN CIENCIAS EN BIOLOGIA MOLECULAR

“Analisis in vitro del péptido antiviral HRA2pl
producido en tabaco, contra Ortopneumovirus y
Rubulavirus humanos”

Tesis que presenta

Marcela Solis Rodriguez

Para obtener el grado de

Maestra en Ciencias en Biologia Molecular

Director de Tesis

Angel Gabriel Alpuche Solis

San Luis Potosi, S.L.P., febrero 2018



T A
IPICYT

Constancia de aprobacion de la tesis

La tesis “Analisis in vitro del péptido antiviral HRA2pl producido en tabaco,
contra Ortopneumovirus y Rubulavirus humanos” presentada para obtener el
Grado de Maestra en Ciencias en Biologia Molecular fue elaborada por Marcela
Solis Rodriguez y aprobada el dos de marzo del dos mil dieciocho por los suscritos,
designados por el Colegio de Profesores de la Division de Biologia Molecular del
Instituto Potosino de Investigacion Cientifica y Tecnolégica, A.C.

Dr. Angel Gabriel Alpuche Solis
Director de la tesis

[ Z 77

Dr. Rotio G’aWdo Mendoza
Miembro de mité Tutoral

Dra. Irene BeaMastano Navarro
Miembro del Comité Tutoral



o A
IPICYT

Créditos institucionales

Esta tesis fue elaborada en el Laboratorio de Biologia Molecular de Plantas
perteneciente a la Division de Biologia Molecular del Instituto Potosino de
Investigacion Cientifica y Tecnologica, A.C. y en el Laboratorio de Biologia

Molecular del Citoesqueleto de la Facultad de Medicina de la UNAM, bajo la

direccion del Dr. Angel Gabriel Alpuche Solis.

Durante la realizacion del trabajo la autora recibié una beca académica del
Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (N0.589035) y el apoyo del proyecto
CONACYT de Ciencia Basica No. 257528.



Instituto Potosino de Investigacion
Cientifica y Tecnoldgica, A.C.

Acta de BExamen de Grado

El Secretario Académico del Instituto Potosino de Investigacién Cientifica y Tecnoldgica, A.C.,
certifica que en el Acta 179 del Libro Primero de Actas de Examenes de Grado del Programa de
Maestria en Ciencias en Biologia Molecular esta asentado lo siguiente:

En la ciudad de San Luis Potosf a los 2'dias del mes de marzo del afio 2018, se reuni6 a las 13:00
horas en las instalaciones del Instituto Potosmo de Investlgac10n Cientifica y Tecnoldgica, A.C,, el
Jurado integrado por:

Dra. Irene Beatriz Castafio Navarro Presidenta IPICYT

Dra. Rocio Gabruela Tlrado Mendoza Secretaria UNAM
Dr. Angel Gabriel Alpuche Solis T " Sinodal ' IPICYT

a fin de efectuar el examen, que ‘péta obtener el Grado de:
MAESTRA EN CIENCIAS EN BIOLOGIA MOLECULAR

sustenté la C.
Marcela Solis Rodriguez

sobre la Tesis intitmada:

Andlisis in vitro del péptido antiviral HRA2pl producido en tabaco, contra Orfopneumovirus y
Rubulavirus humanos

qUe se desarrollé bajo fa direccién de
Dr. Angel Gabriel Alpucﬁe S@Iis

El Jurado, después de dellberar, determmo

APROBARLA

Dandose por terminado el acto a las 15:00 horas, procediendo a la firma del Acta los integrantes
del Jurado. Dando fe el Secretario Académico del Instituto.

A peticién de la interesada y para los fines que a la misma convengan, se extiende el presente
documento en la ciudad de San Luis Potosi, S.L.P., México, a los 2 dias del mes de marzo de 2018.

Dr. Horacio Floreg Ziiigd —
Secretario 3

VT

INSTITUTO PoTosing
DE INVESTIGATIAN
CiENTIFIDA ¥ TECNOLAGICA, A.C.

IPICYT
\SECRETARIA ACADEMICA|




DEDICATORIA

A Victorina Cruz Antonio, porque aunque no trascendié en nada, mas que en mi
vida, gracias a ella he luchado cada dia por no quedarme en donde estoy, para

poder ayudar a los demas.

A Dios porque aunque no soy lo mejor entre lo que pudo escoger, lo ha hecho.

A mi familia por ser mi motivacién para esforzarme y sofiar.



AGRADECIMIENTOS
Agradezco principalmente a Dios porgue tanto amor.
A mis padres Griselda Rodriguez Cruz y Juan Gaston Solis Avalos, mi hermana
Estefania Solis Rodriguez y a Said Alejandro Salazar Solis, por apoyarme y
alentarme cuando es necesario.
Al Dr. Angel G. Alpuche Solis por haberme aceptado en su equipo de trabajo y por
confiarme este proyecto.
A los técnicos de laboratorio Q.F.B. Rosalba Castillo Collazo y Lic. Biélogo
Salvador Ambriz Granados por facilitarnos los reactivos y el material.
A la Dra. Rocio Gabriela Tirado Mendoza, Q.F.B. Karla Zarate Conde, Dr.
Guillermo Pastor Palacios, M.C. Ma. Teresa Esquivel Contreras, M.C. Karen
Lizbeth Reyes Barrera, M.C. Norma Angélica Luna Cruz y M.C. Angélica Romero
por ensefiarme las técnicas que utilicé en este proyecto y a mis compaferos del
laboratorio de Biologia Molecular de Plantas del IPICYT por el apoyo y los
consejos que me dan.
Al IPICYT por haberme aceptado en su programa de posgrado y finalmente
agradezco a CONACYT por la beca 589035, otorgada para la realizacion de este
trabajo.
A la Dra. Araceli Patron Soberano del LINAN y al LANBAMA por las facilidades

otorgadas.

vi



CONTENIDO

DEDICATORIA
AGRADECIMIENTOS
LISTA DE FIGURAS
LISTA DE TABLAS
RESUMEN
ABSTRACT

1 INTRODUCCION

1.1 AGENTES ETIOLOGICOS
1.1.1 Familia Pneumoviridae
1.1.2 Familia Paramyxoviridae

1.2 PROCESO DE INFECCION
1.2.1 Glicoproteina F
1.2.2 Transmision
1.2.3 Manifestaciones clinicas
1.2.4 Patogénesis
1.2.5 Diagnéstico
1.2.6 Tratamiento

NN
NR SISO WWER

13

1.3 PLANTAS COMO PLATAFORMAS PARA PRODUCIR PROTEINAS

RECOMBINANTES.
1.3.1 Sistema de transformacion transitoria Magnifection ®

2 OBJETIVO
2.1 OBJETIVO GENERAL
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3 HIPOTESIS
4  METODOLOGIA

15
16

19
19
19

20
21

4.1 TRANSFORMACION TRANSITORIA POR AGROINFILTRACION

(MAGNIFECTION ®)
4.2 CONTROL DE LA AGROINFILTRACION
4.3 EXTRACCION DE ADN VEGETAL
4.4 EXTRACCION DE ARN VEGETAL Y SINTESIS DE ADNCc.
45 EXTRACCION DE PROTEINAS
4.6 ANALISIS DEL TRANSGEN
4.7 ANALISIS DEL TRANSCRITO
4.8 ANALISIS DE PROTEINAS
4.8.1 Cuantificacion por método de Bradford
4.8.2 Electroforesis de proteinas
4.8.3 Dot-blot
4.8.4 Western Blotting
4.8.5 Revelado en pelicula
4.9 PURIFICACION DE PROTEINAS
4.9.1 Preparacion de la columna

Vil

21
21
22
22
23
24
24
24
24
25
25
25
26
26
26



4.9.2 Procedimiento de purificacion 27

410 EXPRESION DE HRA2PL EN BACTERIAS 27
4.10.1 Induccién de células de E. coli BL21 27
4.10.2 Dialisis 28

411 CULTIVO CELULAR 28
4.11.1  Propagacion de células HEp-2 y Vero 28
4.11.2  Viabilidad celular 29
4.11.3 Ensayo de unién 29

4.12  ANALISIS ESTADISTICO 31

5 RESULTADOS 32

5.1 ENSAYO DEL CONTROL DE INFECCION  TRANSITORIA

MAGNIFECTION ® 32

5.2 DETERMINACION DE LA INTEGRIDAD DEL ADN GENOMICO 32

5.3 IDENTIFICACION DEL TRANSCRITO 32

5.4 IDENTIFICACION DEL PEPTIDO RECOMBINANTE 33

5.5 INDUCCION Y PURIFICACION DEL PEPTIDO RECOMBINANTE EN

BACTERIAS 33

5.6 Dialisis de la elucion 4 de E. coli BL21 34

5.7 PURIFICACION DE HRA2pl A PARTIR DE N. benthamiana 35

5.8 EVALUACION DEL EFECTO INHIBIDOR DE HRA2plI 35
5.8.1 Ensayo de citotoxicidad 35
5.8.2 Ensayo de unién 36

6 CONCLUSIONES 38
7 PERSPECTIVAS 39
8 REFERENCIAS 40
9 TaABLA 45
10 FIGURAS 46

11 MATERIAL SUPLEMENTARIO 60

viii



LISTA DE FIGURAS

Figura

1.- Diagrama de una particula de Metapneumovirus humano.

2.-Proteina F.
3.-Sistema Magnifection ®.
4.- Disefio de la placa del ensayo de union.

5.-Expresion de GFP, el control positivo de la agroinfiltracion.

6.-PCR de actinas.

7.-Gel de calidad de ARN.

8.-.Deteccion de los transcritos de actinas y del gen.

9.- Electroforesis de proteinas SDS-PAGE Tricina al 16%.
10.- Deteccion del péptido antiviral por quimioluminiscencia

11.- Induccién y extraccion de proteinas producidas en E. coli BL21
12.- Electroforesis de proteinas purificadas por columna de niquel y

transferidas a la membrana de PVDF

13.- Membrana Western blot de las proteinas inducidas y purificadas

a partir de E. coli BL21.
14.- Viabilidad celular
15.- Evaluacion del efecto citopatico
16.- Ensayo de inhibicién viral en placas tipo ELISA
17. Inhibicion viral

Péagina

11
21
46
47
48
49
50
51
52
53

54

55
56
57
58
59



LISTA DE TABLAS
Tabla
1.-Epidemiologia de los virus mas frecuentes en IRA’S.
2.- Proteinas de los virus pertenecientes a la familia Pneumoviridae.
3.-Concentracion de las muestras para la evaluacion de la viabilidad
celular.

4.-Tabla de cepas y plasmidos

Péagina

45

60



RESUMEN

Andlisis in vitro del péptido antiviral HRA2pl producido en tabaco, contra

Ortopneumovirus y Rubulavirus humanos

Las infecciones respiratorias agudas (IRA’s) representan un importante problema
de salud ya que ocupan el segundo lugar a nivel mundial de morbimortalidad en
nifios menores de 5 afos. Los principales agentes causales son los virus, entre los
cuales se encuentran el Ortopneumovirus (hOPV), Metapneumovirus (hMPV),
Respirovirus (hREV) y Rubulavirus humanos (hRUV) e Influenza Virus (1V), entre
otros. Para el 2012 el costo estimado de las IRA’s por paciente hospitalizado en
México es de aproximadamente $9, 000 dolares. En este estudio se agroinfiltraron
plantas de Nicotiana benthamiana de 6 semanas de edad con Agrobacterium
tumefaciens, para expresar el péptido HRA2pl que disefiado a partir del péptido
HRA que es parte de la proteina de fusion F de hMNV. El péptido fue identificado
por Dot blot y Western blot, fue purificado posteriormente por columna de afinidad
de niquel y se analiz6 su efecto antiviral en lineas celulares de mamifero (HEp-2 y
Vero) contra los virus hOPV y hRUV. En el ensayo de inhibicién viral en placa se
observé que para hOPV B la menor dosis infectiva media del cultivo celular
(TCIDso) fue de 362.6 con la dosis del péptido de 2.6x107 pg/mL y para hRUV-2 la
menor TCIDso fue de 936.7 con la dosis del péptido de 1.8x10° pg/mL. Es
importante resaltar que a pesar de estar disefiado para inhibir la fusion virus-célula
de hMPV, es funcional también contra otros virus, como hOPV B y hRUV-2 debido
a que tienen mecanismos de entrada son similares, por lo cual este péptido puede
ser utilizado como tratamiento profilactico en guarderias y hospitales para prevenir

infecciones por estos patégenos.

Palabras clave: Enfermedades respiratorias, transformacion transitoria de plantas,

biofarmacos.
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ABSTRACT

In vitro analysis of the antiviral peptide HRA2pl produced in tobacco, against

human Orthopneumovirus and Rubulavirus

Acute respiratory infections (ARI’'s) represent a major health problem since they
can rank second worldwide in terms of morbidity and mortality in children under 5
years old. The main causative agents are viruses; among the most frequent are
human Orthopneumpvirus (hOPV), Metapneumovirus (hMPV), Respirovirus
(hREV), Rubulavirus (hRUV) and Influenza Virus (IV), among others. For the 2012,
the estimated cost of AIR’s per patient in Mexico was of approximately $ 9,000
USD. In this study, 6-week-old Nicotiana benthamiana plants were agroinfiltrated
with Agrobacterium tumefaciens, to express the HRA2pl, which was designed from
HRA, a fragment of the fusion protein F of hMPV. The peptide was detected by Dot
blot and Western blot and was purified by nickel affinity column to analyze its
antiviral effect on human cellular lines (HEp-2 and Vero) against hOPV and hRUV
viruses. In plaque viral inhibition assay, it was shown that for hOPV B, the lowest
median tissue culture infective dose (TCIDsg) was of 362.6 with the peptide dose of
2.6 x10° pug/mL and for hRUV-2 the TCIDsy was 936.7 with the peptide dose of
1.8x107 pg/mL. It is important to highlight that although the peptide was designed
to inhibit the hMPV virus-cell fusion, it is also functional for other viruses, such as
hOPV B and hRUV-2 due to their similar infection mechanisms. Therefore this
peptide can be used as a prophylactic treatment in day care centers and hospitals

to prevent infections by these pathogens.

Key words: Respiratory infections, transient plant transformation,

biopharmaceuticals
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1 INTRODUCCION

Las infecciones respiratorias agudas (IRA’s) representan un importante problema
de salud ya que ocupan el segundo lugar a nivel mundial de morbimortalidad en
nifios menores de 5 afios, también son frecuentes en personas de la tercera edad,
asi como sujetos inmunocomprometidos (Marquez-Escobar et al. 2015). Se
calcula que cada afio mueren alrededor del 15% de infantes menores de 5 afios
por neumonia. A pesar de que las IRA’s se presentan en todo el mundo, son los
paises en vias de desarrollo los que presentan mayores indices de mortalidad
(Esposito and Mastrolia 2016) superando en un 20% a los paises desarrollados
(Panda et al. 2014). En México, hasta el 2016 el INEGI reporté que las IRA’s
ocupan el 9° lugar de mortalidad, provocando 21, 572 de defunciones en la
poblacion general, pero en infantes de 1 a 4 afios ocupan el tercer lugar causando
500 muertes anuales (INEGI 2016).

La mayoria de las IRA’s son causadas por virus, el agente etiolégico mas
frecuente es el Ortopneumovirus humano (hOPV) [antes llamado Virus Sincicial
Respiratorio humano (hRSV)] causante del 20% de hospitalizaciones en infantes
menores de un afo (Fraser et al. 2017), seguido del Metapneumovirus humano
(hMPV) con 5-15% de hospitalizaciones (Wei et al. 2014), Respirovirus humano
(hREV) y Rubulavirus humano (hRUV) [antes conocidos como virus de
Parainfluenza humano (hP1V)], seguidos del Virus de la Influenza (IV), Coronavirus
y Rinovirus,entre otros. La epidemiologia de algunos de estos virus se presenta en
la Tabla 1. Muchos de los casos de IRA’s se atribuyen a mas de un patdégeno
(Panda et al. 2014), lo que hace dificil su diagndstico, asimismo, se ha sugerido
gue probablemente existan patégenos aun desconocidos circulantes, los cuales
son causantes de este tipo de enfermedades (Esposito and Mastrolia 2016). Asi
ocurri6 en Holanda, durante el afio de 2001, cuando van den Hoogen vy
colaboradores reportaron un nuevo agente etiolégico el hMPV el cual presenta
manifestaciones clinicas similares a los causados por hOPV; ya que ambos
patogenos pueden llegar a causar resfriados severos, bronquiolitis y neumonia,

ademas de que los factores de riesgo, como la edad (infantes menores de 5 afios
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y personas de la tercera edad) y el estado de compromiso de la inmunidad de los

pacientes, son también parecidos, lo cual hace que su diagndéstico clinico sea

dificil (Wei et al. 2013).

Tabla 1

Epidemiologia de los virus mas frecuentes en infecciones respiratorias agudas

(Modificado de Hodinka 2016).

Virus Poblacion Frecuencia Sindromes
afectada asociados
Ortopneumovirus Infantes <5 afnos Otofio e invierno en Bronquiolitis y
humano (méas frecuente de climas templados. neumonia.

Metapneumovirus
humano

Rubulavirus y
Respirovirus
humano

6 meses a 2 afos),
personas de la
tercera edad.
Infantes <5 afios
(pico en 6 meses y
2 afios) y personas
de la tercera edad.
hREV-1y hRUV-2:
infantes de 6 a 12
meses.
hREV-3: menores
de 1 afio.

Meses de invierno y
primavera

hREV-1y hRUV-2: en

otofio. hREV-3 en
primavera y los
primeros meses de
verano.
hRUV-4: los patrones
estacionales no
establecidos.

Bronquiolitis y
neumonia.

hREV-
1:laringotraqueobro
nquitis
hRUV-2: tos e
infecciones del
tracto respiratorio
bajo.
hREV-3: bronquitis,

bronquiolitis y
neumonia.
hRUV-4: bronquitis
y neumonia

En la actualidad el costo estimado de las IRA’s por hospital en paises
desarrollados como Estados Unidos es de aproximadamente 34,466 dolares
anuales (Murray et al. 2016), en México, el costo varia por zona demogréfica, pero
se calcula que es de aproximadamente $8, 313.20 +/- $595.3 ddlares por paciente
hospitalizado y de $230.0 a $3.57 ddlares para pacientes externos(Flores et al.
2003; Mould-Quevedo et al. 2012), lo cual pudiera disminuir con tratamiento
profilactico como la inmunizacion, aunque no existen vacunas para todas las
enfermedades virales. Usualmente los tratamientos utilizados son principalmente
de soporte que incluyen medicacion para disminuir los sintomas, administracion de
oxigeno, remplazo de fluidos y en caso de ser necesario, ventilacion mecanica

(Hodinka 2016). Los tratamientos antivirales como anticuerpos humanizados (por
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ejemplo palivizumab entre otros) son de aproximadamente $12,000 por dosis,
(Marquez-Escobar et al. 2015) y se utilizan para pacientes de alto riesgo como

inmunocomprometidos e infantes con neumonia (Hodinka 2016).

1.1 AGENTES ETIOLOGICOS

1.1.1 Familia Pneumoviridae

Esta familia pertenece al orden de los Mononegavirales, anteriormente eran una
subfamilia (Pneumovirinae) de los Paramyxoviridae, pero debido a las diferencias
entre las demas subfamilas y a su cercania filogenética con la familia Filoviridae el
Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) ascendié de categoria a
familia Pneumoviridae (ICTV 2017). Por el momento solo existen dos géneros,
para esta nueva familia, Metapneumovirus y Ortopneumovirus, con dos y tres
especies respectivamente. Al igual que las demas familias pertenecientes a este
orden, su genoma es ARN de cadena sencilla y negativa, cuentan también con
una doble capa lipidica pleomoérfica (Cox and Plemper 2017), las caracteristicas
qgue distinguen a los Pneumiviridae de su anterior familia, es que sus marcos de
lectura abiertos (ORFs por sus siglas en inglés), son mas cortos, ademas cuentan
con los genes NS1 y NS2 y la exclusividad de la proteina M2-1, carecen de
hemaglutinina-neuraminidasa (Tabla 2), su glicoproteina (G) esta extensivamente
O-glicosilada y falta de similitud entre las secuencias de aminoacidos con
Paramyxoviridae, excepto en la glicoproteina de fusién (F) y la polimerasa
dependiente de ARN (P) (ICTV 2017).

Tabla 2.- Proteinas de los virus pertenecientes a la familia Pneumoviridae.
Respirovirus humano (hREV), Rubulavirus humano (hRUV), Ortopneumovirus
humano (hOPV), y Metapneumovirus humano (hMPV) (Hoodinka 2016; ICTV
2017).

Proteina Abreviacién | Virus gque la Funcién
porta
hOPV,
Nucleoproteina N hMPV, Encapsida el genoma viral, por lo
hREV y tanto lo protege de las nucleasas
hRUV
Fosfoproteina P hOPV, Actlia como un cofactor que

3
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hMPV,

estabiliza la proteina L; Forma

hREV y parte del complejo RNP
hRUV (Ribonucleoproteina viral)
hOPV, Rodea el genoma del virus
Proteina de hMPV, " ’
J—— M hREV y _permltle_r)do el desarro_llo y la
hRUV interaccion del complejo RNP
hOPV, Encargada de la fusion con la
Glicoproteina = hMPV, superficie celular. Receptores
de fusion hREV y putativos: Integrina a4-B1, ICAM-1
hRUV y TLR4
hOPV,
Factor de hMPV, Factor transcripcional de
., M2-1 P
transcripcion hREV y elongacion
hRUV
Juega el papel de mayor
Factor hOPV y virulencia ya que regula los
regulador de M2-2 hMPV patrones de reconocimiento de los
RNA receptores tipo toll y los inducibles
por acido retinoico.
. . hOPV,
Glicoproteina AMPV _ P_robablemente fqrma un cana_l
pequeia SH hREvg/ ionicoprotdn selectivo que permite
hidrofilica el desarrollo de la fusion viral
hRUV
Glicorproteina hOPV y Ayudq en la fusion viral por el
de anclaje G hMPV reconocimiento de heparan sulfato
y CX3CR1
hOPV, Transcribe el RNA genémico, se
Polimerasa de L hMPV, asegura que el RNA esté
ARN hREV y protegido en ambos extremos
hRUV (CAP y Poliadenilacion)
Permiten el anclaje del virién a la
Hemaglutinina- hREV y membrana de la célula blanco en
_ HN . L
neuraminidasa hRUV receptores que contienen acido

sialico.

1.1.1.1 Metapneumovirus humano (hMPV)

Miembro del género Metapneumovirus, del cual es el unico que infecta humanos.

hMPV es un virén pleomérfico de 150 nm a 300 nm (ICTV 2017), su genoma tiene

una longitud de aproximadamente 13 kb y consta de ocho genes (Fig. 1) en el

orden 3’-N-P-M-F-M2-SH-G-L-5’, codifican nueve proteinas ilustradas en la Tabla

2. hMPV comprende dos subgrupos A y B, con 4 linajes genéticos (Al, A2, Bly
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B2) (Cespedes et al. 2016), los cuales se designaron debido a las diferencias
entre sus proteinas F y G (Panda et al. 2014).

Los virus pertenecientes a esta familia constan de la proteina F, encargada de
fusionar el viron con la membrana mediante el reconocimiento a receptores de la
célula blanco y que en la actualidad se utiliza como un blanco terapéutico
(Marquez-Escobar et al. 2015). hMPV y hOPV comparten un 37.9% de identidad
en la secuencia de aminoacidos de la glicoproteina de fusion (Wen et al. 2016). Un
estudio realizado en la universidad de Maryland demostré que aislados clinicos de
dos de los linajes de hMPV conservan un porcentaje de identidad para la proteina
M de un 97%, seguido de la nucleoproteina con 96%, glicoproteina F con 95%, y

la proteina SH es la menos conservada con 59% (Skiadopoulos et al. 2004).

Glicoproteina de anclaje (G)
Proteina de fusion (F)
~ Fosfoproteina (P)

Proteina M2-1

~ Proteina M2-2

- Polimerasa dependiente de RNA (L)
Nucleocapside (N)

Matrix (M)

Pequena Hidrofébica (SH)

Fig. 1

Diagrama de una particula de Metapneumovirus humano.

1.1.1.2 Ortopneumovirus humano (hOPV)

Perteneciente al género Ortopneumovirus, al igual que su homologo del género
Metapneumovirus, su genoma es de ARN monocatenario con polaridad negativa,
su longitud aproximada de 15 kb (ICTV 2017) con 10 genes (3’-NS1-NS2-N-P-M-
SH-G-F-M2-L-5’) que codifican para 9 proteinas estructurales y dos no
estructurales (NS1 y NS2), que no se encuentran en hMPV (Hodinka 2016), en su

bicapa lipidica las proteinas F y G (Tabla 2) determinan su antigenicidad. hOPV es

5
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clasificado en dos subgrupos principales A y B (Zhu et al. 2011) con 10 y 13
genotipos respectivamente, lo cual esta determinado por las diferencias en la
secuencia de su proteina G, por el contrario la proteina F entre los subtipos de
hOPV esta altamente conservada con una diferencia menor del 5% (Tapia et al.
2014).

1.1.2 Familia Paramyxoviridae

Perteneciente al orden de los Mononegavirales, en general las particulas virales
de los miembros de esta familia, son pleomorficas, con envoltura lipidica que
envuelve a la nucleocapside, cuentan con genomas no segmentados de ARN, de
polaridad negativa ademas de su propia polimerasa dependiente de ARN y en la
envoltura del viribn se encuentran glicoproteinas de superficie densamente
empacadas (Cox and Plemper 2017), éstas glicoproteinas se presentan como
homo-oligdmeros que pueden medir de 8 a 10 nm y separadas entre si por 7 a
10nm de distancia, dependiendo del género. Se divide en 7 géneros de los cuales
Respiruvirus y Rubulavirus albergan a 4 de los virus anteriormente conocidos
como Parainfluenza virus (ICTV 2017) y que se han reportado como agentes
etiologicos en IRA’s abarcando del 2 al 17% en infantes menores de cinco afios
(Frost et al. 2014; Fry et al. 2006; Liu et al. 2013).

1.1.2.1 Respiruvirus

Este género consta de 5 especies de las cuales dos son agentes patdogenos de
humanos, hREV-1 y hREV-3. Los miembros de este género tienen la actividad de
hemaglutinina-neuraminidasa, tiene 6 elementos transcripcionales 3’-N-P-M-F-HN-
L-5’, que codifican para 6 proteinas estructurales y dos o tres no estructurales,
dependiendo de la especie, ya que el gen P mediante ediciones transcripcionales
puede dar origen a proteinas P, la V (o C dependiendo del virus) y D, aunque
estos virus comparten proteinas con otros géneros, la identidad entre sus

secuencias es muy baja (ICTV 2017).
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1.1.2.1.1 Respirovirus humano 1y 3

hREV-1 y hREV-3 como los deméas miembros de su género constan de 6 genes 3’-
N-P-M-F-HN-L-5’, de los cuales P es editado transcripcionalmente para obtener,
en el caso de hREV-3 la proteina D Unica de su familia, la proteina C y la V que
estan implicadas en la sintesis de ARNm (Durbin et al. 1999), sin embargo, en
hREV-1 la edicion del transcrito de P codifica para la proteina C que esta
implicada en la sintesis de RNAm (Latorre et al. 1998) que da lugar a las proteinas
Y1y Y2 de las cuales no se ha descrito una funcién (Greninger et al. 2017),

ademas de la proteina P .

1.1.2.2 Rubulavirus

Los Rubulavirus estan conformados por 17 especies, pero es en este género
donde se encuentran los virus antes conocidos como hPIV-2 y hPIV-4, que al igual
que sus homélogos hREV-1 y hREV-3, a partir del 2016 el ICTV cambi6é sus
nombres a hREV-2 y hREV-4. Todos los integrantes de este género cuentan con
la actividad de hemaglutinina-neuraminidasa, su genoma que es de
aproximadamente 15 kb 3’-N-V/P-M-F-SH-HN-L-5’, codifica para 8 proteinas y al
igual que en los Respirovirus el transcrito del gen V/P es editado para dar lugar a
las proteinas Vy P (ICTV 2017; ViralZone).

1.1.2.2.1 Rubulavirus humano 2y 4

hRUV-2 y hRUV-4 a diferencia de los deméas Rubulavirus, no cuentan con la
proteina de superficie SH, sus genomas codifican para 6 proteinas estructurales,
ademas de la proteina V, actualmente se han descrito dos subtipos para cada
virus, hRUV-2, hRUV-2 V94, hRUV-4a y hRUV-4b; este conjunto de virus esta
implicado en infecciones en humanos (aunque en menor porcentaje que hREV-1y
3). La diferencia mas notable entre estos rubulavirus es que hRUV-4 tiene un
genoma 2 kb mas grande y debido a la falta de patrones que causa su efecto
citopatico su deteccidbn es complicada por lo que carece de informacién
epidiemioldgica (Frost et al. 2014; ICTV 2017; Komada et al. 2011; Liu et al. 2013).
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1.2 PROCESO DE INFECCION
1.2.1 Glicoproteina F

Como se menciondé anteriormente tanto los Paramyxoviridae como los
Penumoviridae, portan la proteina F o glicoproteina de fusién, encargada de
fusionar el viron con la membrana mediante el reconocimiento a receptores de la
célula blanco y que en la actualidad se utiliza como un blanco terapéutico
(Marquez-Escobar et al. 2015). Se ha reportado hMPV y hOPV comparten un
37.9% de similitud en la secuencia de amino&cidos de la proteina F en su forma
de prefusion (Wen et al. 2016).

La proteina F es una de las principales proteinas que comparten tanto los
paramyxovirus como los pneumovirus, aunque aun no se ha reportado la similitud
en la secuencia de aminoacidos que existe entre estas familias, la estructura
tridimensional que la proteina toma es similar para ambas familias (Connolly et al.
2006; Cox and Plemper 2017), esto es debido a que los residuos de cisteinas y
por lo tanto los puentes disulfuro se conservan, lo cual justifica que la proteina no
pierda su funcionalidad biol6gica en los diferentes virus (Lamb and Jardetzky
2007). Un estudio realizado en la universidad de Maryland demostré que aislados
clinicos de dos de los linajes de hMPV conservan un porcentaje de similitud de
95% en la glicoproteina F (Skiadopoulos et al. 2004),mientras un estudio realizado
en la Universidad de Chile determind que para hOPV las diferencias entre la
identidad de las secuencias de aminoacidos de la proteina F de sus linajes es
menor del 10% (Tapia et al. 2014).

La glicoproteina F de los Pneumovirus y de algunos Paramyxovirus, como los
pertenecientes a los géneros Respirovirus y Rubulavirus, es una proteina de
fusién tipo I, lo cual significa que pasa de su conformacion prefusogénica
metaestable a un estado menor de energia, la forma fusogénica en la cual su core
esta conformado predominantemente por a-hélices que tienen sus péptidos N-
terminal cercanos al péptido hidrofobico y en su conformacion de post-fusion el
dominio fusogénico esta caracterizado por trimeros de doble espiral a-hélice
(Backovic and Jardetzky 2009; Connolly et al. 2006; Lamb and Jardetzky 2007).
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La proteina F se sintetiza como un precursor FO, tanto en hMPV como en los
hREVs y hRUVs. En hMPV posteriormente se escinde por una proteasa
extracelular, pero se ha descrito que para hREVs y hRUVs es la propia HN viral la
que hace esta funcion, al cambiar la conformacion estructural de su dominio
receptor globular de unién (RBD) y adoptar una estructura particular de las
sialidasas, activando la proteina F, que ahora consta de dos subunidades, F1 y
F2; produciendo un péptido de fusion hidrofobico (FP) en el extremo N-terminal de
F1.

En el caso de hOPV, la proteina F es escindida por una furina en trans-Golgi antes
de salir de la célula hospedera (Day et al. 2006). Durante el proceso de fusion FP
se inserta en la membrana del hospedero (Cox and Plemper 2017; Day et al.
2006; Jardetzky and Lamb 2014; Lamb and Jardetzky 2007; Wei et al. 2014).

El fragmento F1 contiene un péptido de fusién hidrofébico N-terminal y dos
hidrofilicos que son regiones de secuencias de 7 amino &cidos (héptarepetidas) y
conservadas (HR), la héptada N-terminal (HRA), situada inmediatamente
adyacente al péptido de fusion y la C-terminal (HRB), que se encuentra proximal al
dominio transmembrana (TM) (Fig. 2). Al activarse la proteina F la secuencia HRA
se repliega en tres trimeros formando la proteina de prefusion con el extremo N-
terminal (FP) insertado, a esto se le llama pre-horquilla F intermediaria, el paso
siguiente es el cierre de los extremos N-terminal y C-terminal, donde y HRA y HRB
se rearreglan en un haz estable de 6 hélices (6HB), posicionando a los péptidos
de fusion y los dominios TM proximos a la misma membrana blanco, (Fig. 2) este
proceso es conocido como fusogenizacién (Connolly et al. 2006; Melero and Mas
2015).
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Fig. 2

Componentes de la proteina F de hOPV y hMPV. a Precursor de la proteina F de
hOPV, b Precursor de la proteina F de hMPV. Los triangulos sefialan el sitio de
corte. SP: Péptido sefal, f: Péptido fusion, HRA/HRB: Héptada repetida A y B,
TM: Dominio transmembrana, CT: Extremo C terminal.

1.2.2 Transmision

La transmision de estos virus es por medio del contacto de personas con las
particulas de saliva o aerosoles de otra persona enferma cuando tose o estornuda,
al tomar o tocar superficies o fomites, también por medio de la auto-infeccion, que
es tomar o tocar superficies u objetos que estdn contaminados por estos
patogenos (Henrickson 2003; Hodinka 2016). Existe un lapso de tiempo en el que
el virus sigue viable por ejemplo, para los hREVs y hRUVs 4 horas en superficies
no porosas, y en la piel por 10 minutos, y para hOPV 6 horas en superficies no
porosas, y 20 min en la piel (Brady et al. 1990; Hall et al. 1980). Los virus no
envueltos como los rinovirus y adenovirus, son mas estables y permanecen mas

tiempo a las condiciones ambientales (Henrickson 2003).

1.2.3 Manifestaciones clinicas

Enfermedades como neumonia, tos, faringitis, broquiolitis y en algunos casos
como asma, son causadas en un 80% por virus. Los pacientes infectados con

hRSV y hMPV presentan principalmente bronquitis, bronquiolitis y neumonia como
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complicaciones severas (Walter and Wunderink 2017), con signos como: fiebre
(>38°C), tos, hipoxia, sibilancias, rinorrea, disnea, aunque también se ha descrito
que hMPV puede producir una enfermedad asintomatica (Panda et al. 2014),
linfopenia con monocitosis. En adultos inmunocomprometidos es comun los
dolores de cabeza, adenopatia cervical, faringitis y herpes labial recurrente
(Cespedes et al. 2016). Sin embargo, los hREVs y hRUVs rara vez causan asma,
pero si resfriados, laringotraqueobronquitis, traqueobronquitis, bronquiolitis y
neumonia, con fiebre, tos seca, obstruccion laringea, sibilancias y taquipnea,
(Henrickson 2003; Hodinka 2016; Pawelczyk and Kowalski 2017).

1.2.4 Patogénesis

La inoculacién ocurre a lo largo del tracto respiratorio alto, primero los ojos y la
nariz, donde los virus se replican localmente causando infamacion y secrecion de
moco, por lo tanto destruccion de células ciliadas dejando el epitelio propenso a
infecciones por bacterias (Hodinka 2016).

En experimentos realizados en ratén, se observo que las células infectas pueden
aumentar de tamafio y su forma puede volverse redondeada, ademas de la
aparicion de vacuolas en el caso de los hREVs y hRUVs, ademas de sincicios que
es la fusion de dos o0 mas células (Esposito and Mastrolia 2016; Henrickson 2003).
La primera accion de defensa ante la infeccion que se presenta es la secrecion de
interferones (INF) del tipo |, estableciendo un estado antiviral en las células
vecinas no infectadas, ademas de que promueve la eliminacion de células
infectadas mediante el mejoramiento de la respuesta antigeno dependiente. La
induccion de dicho INF, no podria llevarse a cabo sin el reconocimiento del
material gendémico del virus, ARN de doble cadena, mediado por Toll Like
Receptors (TLR), evento que se presenta durante el ciclo de replicacién viral, esto
provoca una sefalizacion celular conocida como MAVS (sefalizacion antiviral
mitocondrial) que desencadena la expresion de receptores como ICAM-1 y
secrecion de citocinas proinflamatorias (Cespedes et al. 2016; Pawelczyk and
Kowalski 2017), como Interleucina 12 (IL-12), IL-6, IL-8, IL-10, Factor de necrosis

tumoral alfa (TNF-a), entre otros. Los virus respiratorios son conocidos por la

11



261
262
263
264
265
266
267
268
269
270

271

272
273
274
275
276
277
278
279
280
281
282
283
284
285
286
287
288
289
290

capacidad de modular las respuestas de las citocinas y hMPV es el menos
eficiente en esta capacidad de modulacién, pero no queda exento. Finalmente la
infeccion persistente por hMPV puede ser atribuida a una minima respuesta
inmunologica, ya que la depuracién del virus mediada por los linfocitos T
citotoxicos (CD8+) es ineficiente en la infeccion primaria, debido a la falta de
respuesta de memoria, aunado a esto, hMPV interfiere con la induccion de
antigenos timo-dependientes, debido a que también las Células Dendriticas
pueden ser infectadas conforme el virus se esparce, lo que afecta en la formacién
de inmunidad a largo plazo o mejor conocida como de memoria (Panda et al.
2014).

1.2.5 Diagnéstico

Debido a las similitudes clinicas y epidemiolégicas existentes entre estos virus, es
dificil determinar al agente etiolégico responsable (Wolf et al. 2015). En la
actualidad el estandar de oro en el laboratorio clinico sigue siendo los cultivos,
seguidos de ensayos de inmunoflorescencia y posteriormente el andlisis de &cidos
nucleicos. Las muestra biolégicas mas comunes para diagnéstico son: los
hisopados de garganta, nasofaringeos, lavados bronqueales y/o nasofaringeos,
aspirados nasofaringeos o/y endotraqueales (Gill et al. 2017; Henrickson 2003).
Debido a que la determinacion del agente patégeno por cultivo celular es lento (de
2 a 10 dias) y que algunos virus como hRUV-4 no presentan claros patrones de
efectos citopaticos, se ha optado por probar el analisis de acidos nucleicos y
algunas “variantes” de la Reaccibn en Cadena de la Polimerasa Retro
Transcriptasa (RT-PCR), como RT-PCR multiplex para poder identificar 13
posibles patégenos causantes de la enfermedad, el cual ha demostrado ser
sensible y altamente especifico al no arrojar falsos negativos, pero los costos son
elevados (Wong-Chew et al. 2017; Zhang et al. 2016). Por otro lado se ha probado
RT-PCR en tiempo Real que es muy sensible y especifica, pero en la busqueda de
un diagnostico mas rapido y economico se intentd la evaluacion de proteinas
como anticuerpos (lgG-hMPV) presentes en los aspirados nasofaringeos por

Inmunoflorescencia Directa (DIF), la cual result6 no ser tan sensible en
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comparacion con RT-PCR (Wolf et al. 2015). En México usualmente el diagndstico
es mediante cultivo celular a partir de aspirados nasofaringeos y/o en algunos
casos se basa solo en el historial clinico y la exploracion fisica (Romero Feregrino
et al. 2013).

1.2.6 Tratamiento

En la actualidad el tratamiento que se utiliza en nuestro pais es el de tratamiento
de soporte (nebulizacion con solucién salina hipertdnica al 3% y salbutamol) como
lo indica el Catadlogo Maestro de Guias de Practica Clinica: IMSS-032-08, ademas
de analgésicos y otros farmacos que ayuden a la disminucién de los sintomas; los
anticuerpos monoclonales (muridos humanizados) palivizumab o motavizumab
(que es una variante de segunda generacion de palivizumab), se administran de
manera profilactica en infantes hospitalizados que tienen altas probabilidades de
contraer la enfermedad (Wen et al. 2016), en pacientes menores de dos afios
(Fraser et al. 2017) e inmunocomprometidos con alto riesgo de mortalidad, en los
cuales también se consideran otra clase de tratamientos antivirales como: la
ribavirina, inhibidores de la neuraminidasa, inhibidores de fusion y pequefios
acidos ribonucleicos interferentes han sido propuestos como tratamiento en el
control, a partir de estudios realizados en diferentes partes del mundo como Chile,
Canada, entre otros paises (Hodinka 2016; Panda et al. 2014), sin embargo, la
ribavirina ya no se esta usando en paises como México por efectos colaterales.

No existen aun vacunas contra hMPV, hOPV, hREVs ni hRUVs que estén
aprobadas y sean utilizadas por el sector salud en alguna parte del mundo (Cox et
al. 2015), pero esto no significa que no se hayan llevado a cabo intentos por
desarrollar tanto vacunas como antivirales eficaces.

En un principio se intentaron hacer vacunas inactivadas con formalina o
formaldehido de los hREVs y hRUVs, pero la produccion de anticuerpos
circulantes en los sujetos seropositivos era muy baja y no conferian proteccion
(Henrickson 2003), por lo que se utilizd6 una cepa atenuada antigénicamente
estable, estos virus se desarrollaron por adaptacion en frio (CA) y demostraron

conferir inmunidad en modelos animales contra hREV-1, hREV-3 y hRUV-2; pero
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ademas presentaban infectividad en nifios la cual se le atribuyéo a que las
mutantes se activaban por medio de una proteasa extracelular (Scheid and
Choppin 1976). hOPV y hMPV presentan el mismo reto de poca inmunoproteccién
al utilizar los virus inactivados con formalina (Galvez et al. 2017; Schuster and
Williams 2014). Por lo cual existe un interés particular en buscar el antigeno o
vacuna adecuada contra estos virus. Un estudio realizado en Chile, donde
utilizaron nanoparticulas de proteinas F de hOPV, mostré conferir
inmunoproteccion contra hOPV en comparacion con palivizumab en animales
(Raghunandan et al. 2014) y un ensayo realizado por Levy et al. (2013) de
particulas tipo virales (VLPs), donde insertaron proteina F y G de linajes Ay B en
el core de un retrovirus que mimetizaba las propiedades de ambos linajes de
hMPV, se probd en ratones e indujo anticuerpos neutralizantes contra hMPV,

mostrando proteccién en sistemas maridos (Levy et al. 2013).

1.2.6.1 Péptidos antivirales

Los péptidos antivirales son una alternativa profilactica y emergente en
enfermedades infecciosas causadas por virus, los cuales tienen el objetivo de
inhibir la infeccion de las células hospederas. Estos péptidos actian
profilacticamente y debido a su tamafio pequefio no confieren proteccion
inmunoldgica de memoria por lo que deben aplicarse varias dosis.

La inhibicién de la fusion virus/célula se puede lograr ya sea porque el péptido se
una al virus y asi evite que éste se una a su receptor en la célula, como el
reportado por Ortega-Berlanga et al. (2016) para el hOPV, en donde el péptido
antiviral RhoA al unirse a la proteina F de hOPV inhibia la fusibn hOPV/células
HEp-2 (Ortega-Berlanga et al. 2016), o porque el péptido compita por el receptor
celular con el virus, como el reportado por Deffrasnes et al.(2008), para hMPV,
que con la finalidad de inhibir la fusion del hMPV a sus células blanco
desarrollaron péptidos sintéticos y recombinantes, basandose en los péptidos HRA
y HRB. En los ensayos de inhibicién realizados en cultivos celulares, descubrieron
que las héptadas A recombinantes eran mas efectivas en bajas concentraciones

en comparacion con las HRB y con las propias HRA sintéticas, posteriormente
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realizaron retos virus/péptido en ratones BALB/c y reportaron que el péptido HRA2
(compuesto por 50aa del péptido HRA original del virus més 52aa del péptido pET
donde fue clonado) era capaz de inhibir la fusién y por lo tanto la entrada del virus
(Deffrasnes et al. 2008).

Basados en el ensayo de Deffrasnes et al. (2008), en nuestro grupo de
investigacion, se probd un péptido antiviral HRA2pl desarrollado en plantas de
tabaco, pero con la misma estructura de HRA2, el cual también mostré actividad
inhibitoria sobre la fusion hMPV/células HEp-2 a concentracion de 94.3 ug/mL de
proteina total soluble, sugiriendo que dicho péptido es un probable tratamiento
profilactico contra hMPV (Marquez-Escobar et al. 2015). Una modificacion de este
altimo tipo de inhibidores es uno desarrollado en Roma, donde a un péptido que
también semeja una héptada repetida se une al intermediario entre la proteina F
de prefusion y postfusion de hREV-1 le afiaden un grupo colesterol y la accion
inhibitoria del péptido es mayor que sin éste (Pessi et al. 2012; Porotto et al.
2010).

1.3 PLANTAS COMO PLATAFORMAS PARA PRODUCIR
PROTEINAS RECOMBINANTES.

La obtencion de proteinas recombinantes en la industria farmacéutica, durante
afios se ha basado en la produccion de biofarmacos a partir plataformas como
microorganismos (bacterias y levaduras), insectos, cultivos de células de
mamiferos y animales transgénicos, que son de costos elevados, dificil
escalabilidad, ademas de no ser tan seguros ni compatibles, debido a que se
requiere de un gran volumen de biomasa, y que se requiere purificacion del
biofarmaco, lo cual incrementa el costo de obtencion. También, algunos productos
remanentes en la formulacién pueden ser peligrosos para el paciente, por lo cual
la busqueda de un sistema de expresion eficiente y de bajo costo para proteinas
recombinantes ha llevado a la investigacion del uso de plantas como
biorreactores, que prometen ser plataformas menos costosas y mas seguras, ya
gue no corren el riesgo de contaminacion por los patdgenos convencionales para
células de mamifero y ademas los virus patdgenos de plantas no han demostrado

infectar células humanas (Gleba et al. 2005; Lee and Ko 2017; Lomonossoff and
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D'Aoust 2016; Ma et al. 2003). La primera evidencia de que las plantas podian ser
confiables reactores de proteinas recombinantes, fue en 1989 cuando el equipo de
trabajo de Hiatt produjo un anticuerpo correctamente plegado y glicosilado en
hojas de plantas de tabaco (Hiatt et al. 1989), la primera vacuna obtenida en estos
reactores fue en 1990 por el grupo de trabajo de Curtis que expreso en plantas de
tabaco el antigeno proteico A de Streptococcus mutans (Curtiss and Cardineau
1997).

1.3.1 Sistema de transformacion transitoria Magnifection ®

Las principales categorias que se utilizan para obtencibn de productos
recombinantes en plantas, son la transformacién estable y la transitoria; la
transformacién estable fue la primera en desarrollarse, consiste en insertar en el
genoma de la planta los genes deseados, para poder obtener plantas transgénicas
gue expresen ese nuevo gen y se mantenga en su progenie, para lo cual se utiliza
a Agrobacterium tumefaciens como vector de entrega, el cual transfiere su region
de T-DNA que contiene un cassette de expresion con el gen deseado, la
transformaciéon estable con promotores constitutivos fuertes permite la obtencion
de semillas que daran lugar a plantas que expresen la proteina de interés en todos
los tejidos, al obtener la planta transgénica estable homocigota, la cantidad de
proteina por biomasa aumenta y el costo de produccidon es menor que utilizando
otras plataformas (como las bacterianas). A pesar de estas ventajas la
transformacién estable es limitada por el tiempo que lleva obtener una planta
transgénica estable, ademas los niveles de expresion de la proteina recombinante
contindian siendo bajos (de 0.1 a 0.5% de la proteina soluble total) en comparacién
con la transformacion transitoria conocida como sistema Magnifection®, con la
cual en 2 semanas se obtiene hasta un 35% de la proteina soluble total. Esta
tecnologia se basa en plasmidos virales modificados que son entregados a la
célula vegetal mediante A. tumefaciens. Los plasmidos utilizados actualmente son
plasmidos virales de segunda generacién (Gleba et al. 2005; Lee and Ko 2017),
los cuales contienen modificaciones para que no codifiquen todas las proteinas

virales, de tal forma que se evita que los sintomas de enfermedad de las plantas
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se agraven y permiten expresar altos porcentajes de proteinas recombinantes.
Estos plasmidos solo conservan los elementos virales requeridos para la eficiente
expresion de la proteina, ademas de las proteinas para el movimiento del
amplicén, de célula a célula por plasmodesmos. Los vectores se basan en el virus
del mosaico del tabaco (TMV); el sistema consta de tres plasmidos, el vector 3’
que contiene el gen de interés a expresar; el modulo 5’ que contiene la polimerasa
dependiente de RNA (RdRp), ambos flanqueados por intrones y sitios de
recombinacion para la integrasa y el tercer vector contiene a la integrasa que tiene
una secuencia sefal de retencidon en el nucleo, al recombinar ambos exones (3’ y
RdRp), son exportados al citoplasma por su naturaleza de RNA y se lleva a cabo
la replicacion de éstos y su traduccion (Gleba et al. 2007; Marillonnet et al. 2004),
como se puede observar en la Fig.3. El sistema de Magnifection a diferencia de la
agroinfiltracion comun, es la utilizacion de una cadmara donde se puedan sumergir
las plantas y presion de vacio mediante la cual A. tumefaciens pueda ingresar a la
planta, a diferencia de la infeccion por jeringa, la expresion de la proteina
recombinante es uniforme en toda la planta y por lo tanto se obtiene un mejor
rendimiento (Gleba et al. 2007; Shamloul et al. 2014).
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GENERAL
Evaluar la capacidad inhibitoria del péptido antiviral HRA2pl en ensayos in vitro

para Ortopneumovirus humano y Rubulavirus humano.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la plataforma de expresion mas eficiente para el péptido antiviral
HRAZ2pl, entre Nicotiana benthamiana y Nicotiana tabacum.

2. Expresary purificar el péptido antiviral HRA2pl en N. benthamiana

3. Determinar la dosis infectiva media de cultivo celular (TCIDsp) y la
proporcion de inhibicion viral para hOPV a diferentes dosis de HRA2pl.

4. Determinar la dosis infectiva media de cultivo celular (TCIDsp) y la

proporcion de inhibicion viral para hRUV-2 a diferentes dosis de HRA2pl.
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3 HIPOTESIS

1. Si HRAZ2pl inhibe la fusion de hOPV y hRUV en un modelo in vitro de

infeccion, entonces disminuira la produccion de particulas virales.
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4 METODOLOGIA

4.1 TRANSFORMACION TRANSITORIA POR AGROINFILTRACION
(MAGNIFECTION ®)

Para la agroinfiltracion se utilizaron plantas de N. benthamiana y N. tabacum, de
seis semanas de edad, en condiciones controladas (camara bioclimatica) de
temperatura (23°C), ciclos de luz de 13 horas y 9 de obscuridad, con fibra de coco
como sustrato, ademas se crecieron de forma independiente transformantes de
Agrobacterium tumefaciens cepa GV3101 para dos condiciones, que son la control
y la del gen de interés.

Expresion de HRA2pl. Las cepas de A. tumefaciens contenian los vectores
virales pICH11599 (médulo 3’, contiene el gen que codifica al péptido HRAZ2pl),
pICH4851 [mddulo 5’,que codifica a la polimerasa dependiente de RNA (RdRp)], y
pICH10881 (mddulo I’ que codifica para la Integrasa).

Expresiéon del control de agroinfiltracion. La mezcla de médulos contenia los
mismos vectores virales, pero en el caso del gen de interés se utiliz6 Green
Fluorescent Protein (GFP) en el médulo 3’ (pICH11599).

En 250 mL de medio liquido LB con Kanamicina a 100 mg/mL y Rifampicina a 50
mg/mL, se crecieron la cepas hasta alcanzar una densidad 6ptica de 0.5 Unidades
de absorbancia, posteriormente se mezclaron y se llevaron a un volumen final de
600 mL con agua MilliQ. Se introdujeron las plantas sin sustrato y el sistema se
sometid a una presion de vacio de 20 mm Hg/in%, se les elimind el medio
remanente con agua destilada estéril, se regresaron nuevamente en las macetas

que las contenia y se cubrieron con bolsas.

4.2 CONTROL DE LA AGROINFILTRACION

Se cosecharon hojas de ambas plantas agroinfiltradas para GFP y observé la
fluorescencia de GFP con luz UV en el microscopio estereoscopio Leica Mz 12s
por intervalos de varios dias para tomar como referencia el tiempo de mayor

expresion de GFP.
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4.3 EXTRACCION DE ADN VEGETAL

1.

En un mortero con 100 mg de tejido vegetal fresco de cada dia post-
infiltracion, se agregd 0.6 mL de buffer de extraccion de ADN (d-sorbitol
0.14 M, Tris-HCI 0.22 M pH: 8.0, NaCl 0.8M, CTAB 0.8%, n-laurilsarcosina
1%, PVP 1% y B-mercaptoetanol 0.2%) y se trituro.

Se paso a un tubo Ependorff de 1.5mL y se incubd a 65°C por 45 minutos.

3. Se agregd un volumen de Fenol-Cloroformo-Alcohol Isoamilico (25:24:1).

Se centrifugé a 12,000 rpm por 10 minutos a 4°C y el sobrenadante se
transfirid a un tubo nuevo, descartando el precipitado.

Se adicioné un volumen de F-C-Al al sobrenadante y se mezclé por
inmersion.

Se centrifugd a 12,000 rpm por tres minutos y la fase acuosa se transfirio a
un tubo nuevo, descartando la fase oleosa.

Se agrego 2 pL de RNAsa a 2 mg/mL y se incub6 por 37°C durante 15
minutos.

Posteriormente se precipitd el ADN con un volumen de isopropanol frio a
temperatura de -20°C por 10 minutos.

Se centrifugé a 12,000 rpm por 10 minutos a 4°C y se descarta el

sobrenadante.

10.Se lavé la pastilla con un mililitro de etanol al 70%.

11.Se centrifug6 a 8,000 rpm durante 3 minutos

12.Se repitieron el lavado con etanol y la centrifugaciéon

13.Se deja secar la pastilla a temperatura ambiente y se resuspende en

aproximadamente 30 pL de agua desionizada estéril. Se almacena a -20°C.

4.4 EXTRACCION DE ARN VEGETAL Y SINTESIS DE ADNc.

1.

Se tom6 una muestra de tejido vegetal (50 a 100 mg) de cada dia post-
infiltracion y se maceré con nitrégeno liquido.
Se adicioné un mL de Reactivo de Trizol ® y se homogenizo por 5 minutos

a temperatura ambiente.
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Se adiciono6 200 pL de cloroformo y se mezcld vigorosamente por inmersion
durante 15 segundos y se incubd en hielo por 2 minutos.
Se centrifug6 a 13,000 rpm durante 15 minutos a 4°C.

5. Se transfirid la fase acuosa a un tubo nuevo, para adicionarle 0.5mL de

8.
9.

isopropanol y se agitd por inmersion, posteriormente se incub6 por 15
minutos en hielo.

Se centrifug6 a 13,000 rpm durante 10 minutos a 4°C.

Se lavo la pastilla dos veces con Etanol-agua DEPC al 75% y después de
cada lavado se centrifug6 a 7,000 rpm por 5 minutos a 4°C.

Se dej6 secar parcialmente la pastilla en hielo.

Se resuspendié la pastilla en 30 pL de agua DEPC.

10. Se corri6 el gel de calidad.

11.Se elimin6 el remanente de ADN contaminante con DNAsa Il Invitrogen
12.Se sintetizd el ADN complementario con OligodT, dNTPs, agua DEPC, DDt

y transcriptasa reversa Superscript Il (100 Unidades por cada 500 ng de

RNA) de la marca Invitrogen a 45°C por 50 minutos.

13.Se inactivo la accién de la enzima a 70°C por 15 min.

14.Se almacend a -20°C.

4.5 EXTRACCION DE PROTEINAS

1.

A una muestra de 10 mg de tejido vegetal (de cada dia post-infiltracion)
macerada con nitrégeno liquido, se le adicionaron 500 yL de buffer de
extraccion de proteinas (3.9 mL de PBS 1X a pH: 7.2, 0.08 mL de Tritén X-
100 al 25% y 0.02 mL de DIECA 1M).

Se sonico en hielo con pulsos de 10 segundos por un minuto a amplitud del
30%.

Se agité durante media hora a 4°C y se centrifugd a 13,000 rpm durante 15
minutos a 4°C.

Se tomé el sobrenadante (Proteina Soluble Total PST) y se almacena a
4°C.
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4.6 ANALISIS DEL TRANSGEN

A partir del ADN gendmico se realizé la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR) de punto final, los oligonucledtidos utilizados, HRA2pl-F (5'-
ATGCATCACCATCACCACC-3) y HRA2pl-R (5'-CTTCAATTCCCTAACAGCGG-
3). La mezcla de reaccion contenia 100 ng de ADN, MgCl, 1.5 mM, Taq ADN
polimerasa 0.5 U, dNTP 0.2 mM, y 0.5 puM de oligos, se llevo a un volumen final de
25 pL. Las condiciones de reaccion fueron: 94°C por 5 min, y un ciclado de 34
repeticiones a 94°C por 30 segundos, 58°C por 30 segundos, 72°C por 45
segundos y con un paso de extension final de 72°C por 5min. El producto de PCR
fue analizado por electroforesis en un gel de agarosa al 1.5%, tefiido con bromuro
de etidio (1 pg/mL), observados y digitalizados en el equipo UVP chemisystem
(UVP, Inc.).

4.7 ANALISIS DEL TRANSCRITO

Una vez obtenido el ADN complementario como se describe en la seccion 4.4
paso 12, se realiza la PCR como se describe en la seccién 4.6, con la Unica
diferencia de que la mezcla de reaccion contenia 300 ng de ADNCc.

El producto de PCR fue analizado por electroforesis en un gel de agarosa al 1.5%,
teflido con bromuro de etidio (1 pg/mL), observados y digitalizados en el equipo
UVP chemisystem (UVP, Inc.).

4.8 ANALISIS DE PROTEINAS

4.8.1 Cuantificacién por método de Bradford

En una placa tipo ELISA de 96 pozos se adicionaron 100 pL de solucién de
Bradford 1X, con 1, 2, 3, 4 y 5 yL de BSA 1 mg/mL, para realizar la curva
estdndar; y 2 yL de cada muestra a analizar, se afor6 a 200 pL con agua
desionizada. Tanto las diluciones de la curva como las muestras se realizaron por
triplicado. Se incubaron por 5 min con agitacion constante y se leyeron las

absorbancias a 595 nm en el equipo Bio-Rad 550, lector de microplaca. Se
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realizaron los calculos con la ecuacién de la recta para interpolar las muestras

problema.

4.8.2 Electroforesis de proteinas

La calidad de las proteinas se observdé mediante electroforesis de proteinas en un
gel de Tricina SDS-PAGE al 16%; se corrié durante 90 minutos a 80 mV 'y 120 mV,
posteriormente se fijo con metanol, se lavé dos veces con agua MilliQ, se incubd
con tiosulfato de sodio, posteriormente con nitrato de plata 0.1% y por ultimo se
revelé con solucion reveladora (Formaldehido 0.036%, Carbonato de sodio 2%),
todas la incubaciones y lavados se hicieron por 40 minutos, al final se par6 la

reaccion con EDTA.

4.8.3 Dot-blot

En una membrana de nitrocelulosa se dibujaron circulos y depositaron 3 pg/uL de
proteina, se dejo secar la membrana por 15 minutos y se bloque6 con BSA al 5%
en PBS-T durante una hora a temperatura ambiente con agitacién, se lavo tres
veces con PBS-T durante 5 minutos en agitacion y se incub6 con anticuerpo
primario (anti-His de ratén) en una dilucién 1:3,000 con PBS, por una hora a
temperatura ambiente, trascurrido el tiempo se lavé tres veces con PBS-T por 5
minutos y se incubd con anticuerpo (de conejo) conjugado con peroxidasa de
rabano (HRP) por una hora en agitacion, se volvié a lavar la membrana con PBS-T
tres veces, cada lavado de 5 minutos y se reveldé con luminol y se observé la

guimioluminiscencia en el equipo UVP chemisystem (UVP, Inc.).

4.8.4 Western Blotting

Se realiz0 la electroforesis de proteinas como se indicé anteriormente y antes de
tefir con plata, se transfirieron las proteinas del gel a una membrana de Fluoruro
de polivinilideno (PVDF) por transferencia semi-hUmeda. Se colocaron las
almohadillas ya impregnadas con buffer de transferencia 1X en el anodo, se
colocé la membrana también impregnada, posteriormente el gel y por altimo otro

paquete de almohadillas, se cerro el sistema con el catodo y se colocé en el
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equipo de transferencia BioRad Sistema de Transferencia trans-blot® turbo se
selecciono el programa de proteinas mixtas y trascurrido el tiempo se sacaron las
almohadillas y se lavaron tanto el gel con agua destilada antes de teiiirlo y la
membrana tres veces con PBS durante 5 minutos en agitacion, después se
bloqued la membrana con BSA al 5% en PBS-T durante una hora a temperatura
ambiente con agitacion, se lavo tres veces con PBS-T durante 5 minutos en
agitacion y se incubo6 con anticuerpo primario (anti-His de ratén) en una dilucién
1:3,000 con PBS, por una hora a temperatura ambiente, transcurrido el tiempo se
lavd tres veces con PBS-T por 5 minutos y se incub6é con anticuerpo HRP (de
conejo) a una dilucion en PBS-T de 1:4,000 por una hora en agitacion, se volvio a
lavar la membrana con PBS-T tres veces, cada lavado de 10 minutos y se incub6

con luminol por 2 minutos y se revelo6 por pelicula fotografica en el cuarto obscuro.

4.8.5 Revelado en pelicula

Se retir6 el exceso de luminol de la membrana con papel absorbente y se colocé
en el cassette entre dos hojas de plastico, teniendo cuidado de no dejar burbujas,
se colocé el papel tipo pelicula GE Healthcare Kodak alta resolucion para
guimioluminiscencia y se dejé incubando durante 8 minutos, en seguida se
sumergié en solucién reveladora Kodak por 45 segundos y se lavé con agua
corriente, después se paso a solucion fijadora en agitacion por 30 segundos y se

dej6 secar.

4.9 PURIFICACION DE PROTEINAS

4.9.1 Preparacion de la columna

Se empacé en la columna 1.5 mL de resina ProBond y se elimind el liquido por
aspiracién, después se le adicionaron 6mL de agua desionizada estéril y se
resuspendio la resina por pipeteo, se dejé compactar la resina nuevamente y se
elimind el agua, este paso se repitid una vez mas, se afiadieron 6 mL de buffer
nativo (NaH,PO, 50mM NaCl , 500mM, pH8), se resuspendi6 la resina con la
pipeta, se dej6 que se compacte y se elimind el buffer por pipeteo, se repitié el

lavado 2 veces mas.
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4.9.2 Procedimiento de purificacion

Se afadieron 8 mL de extracto crudo de proteinas de tabaco a la columna
preparada, se dejo unir por 2 horas usando agitacion a 4°C, se dejo que la resina
se compactara por gravedad y se colectd el sobrenadante (EPTS), se almacené a
4°C y se analizé en gel, se lavé con 6 mL de buffer nativo de lavado, se dej6
compactar y se colecto el liqguido y se analizd, se repitié este lavado dos veces
mas y se eluy6 la columna con 6 mL con buffer nativo de elucion a 50 mM de
imidazol, se resuspendio y se colecto el eluado, se repitio con 100 mM y 250 mM
de imidazol. Tanto fracciones de lavados y eluciones se analizaron en gel de
Tricina SDS-PAGE. La elucion de 250 mM de imidazol se denomind como
HRA2pl.

4.10EXPRESION DE HRA2PL EN BACTERIAS
4.10.1 Induccién de células de E. coli BL21

En 10 mL de medio LB con 100 mg/L de Kanamicina se inoculé una asada de
Escherichia coli BL21 transformada con el plasmido pET-28b que contenia la
secuencia del péptido HRA2pl optimizada para E. coli y se dej6é incubando 12
horas, se tomé 1 mL y se inocularon en 99 mL de medio LB durante 3 horas hasta
llegar a una densidad 6ptica (D.O.) de 0.3 a 600 nm y se indujo la expresién con
IPTG 0.5 mM durante 2 horas a 28°C, hasta llegar a una D.O. de 0.5 a 0.7, se
centrifugd a 5,000 rpm a 4°C durante 5 minutos hasta terminar el volumen total; se
mantuvieron los pellets en hielo, se resuspendio el pellet en 25 mL de buffer nativo
(NaH,PO4 50 mM pH:8.0, NaCl 500 mM), con 1 mg de lisozima (800 U/mL), se
homogeniz6 y se sonicd durante medio minuto con pulsos de 10 segundos y a
amplitud de 30%, después se centrifugd a 8,000 rpm durante 10 minutos a 4°C y
se transfirio el sobrenadante en un tubo nuevo. Se realizd la cuantificacion de
proteina por el método de Bradford, posteriormente la electroforesis de proteinas,

Western blot y purificacion siguiendo la metodologia anteriormente mencionada.
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4.10.2 Dialisis

Se prepararon tres litros de buffer nativo 1X (no contiene imidazol), se colocé un
litro en un vaso de precipitado con un agitador magnético en una placa de
agitacion y dentro del vaso se coloco también la membrana de dialisis (Spectra
por) cerrada con pinzas para evitar que se saliera muestra purificada de proteina
HRAZ2pl de E. coli BL21 y se dejo en agitacion por 24 horas, pasado el tiempo se
cambio el buffer externo por otro litro de buffer nativo y se repitié este paso hasta
las 24 horas siguientes, finalmente se colecté la muestra dializada y se analizo en

un gel de tricina SDS-PAGE al 16% y se almacenaron las alicuotas a -80°C.

4.11CULTIVO CELULAR

4.11.1 Propagacion de células HEp-2 'y Vero

Se seleccionaron las lineas celulares HEp-2 (células inmortalizadas de tracto
respiratorio) y Vero (células de riibn de mono verde africano), debido a los
receptores heparan sulfato y tipo acido sialico a2.3, respectivamente.

A una caja de Petri con una capa confluente de células se le retir6 el medio Medio
Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) (ladeando la caja sin tocar el fondo de la
caja), posteriormente se lavd dos veces con 3 mL de PBS 1X, después se agregd
750 pL de EDTA 1X y 150 pL de tripsina (0.02%), para separar las células. Se
inoculé por tres minutos en una camara (con 5% de CO;, a 37°C), se detiene la
reaccion con 3 mL de medio DMEM con 5% de suero fetal bovino (SFB) y se
resuspendié de forma circular. Se observo en el microscopio para asegurarse que
se hayan desprendido las células y se colocaron de 1 a 2 mililitros de la
suspension celular un una caja de Petri nueva y se afadieron 3 mL de medio
enriquecido con 5% de SFB. Para cultivo celular en caja de 48 pozos se afadieron
400 pL de medio DMEM enriquecido y 100 pL de suspension celular, para caja de
96 pozos se afiadié de una mezcla, de 2.5 mL de suspension celular con 12.5 mL
de DMEM enriquecido, 150 uL por pozo y se incubaron por 24 y 72 horas hasta

observar confluencia celular.
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4.11.2 Viabilidad celular

De una caja de 48 pozos se retir6 el medio y se agregaron 500 pL de solucion
problema (Buffer de extraccion de Proteinas, PST-HRAZ2pl, PST-WT, Dosis 1
HRAZ2pl, Dosis 2 HRAZ2pl, buffer nativo con Imidazol y DMEM), se incubaron en la
camara y se observo la viabilidad celular a las 0, 12 y 24 horas, removiendo la
capa celular con tripsina'y EDTA (15 y 30uL), se incubd por 3 minutos y se afiadio
DMEM enriguecido, se tomaron 5uL de muestra y se mezclaron con 1uL de azul
de tripano y se contaron las células en camara de Neubauer en el microscopio. Se
realizaron los célculos con la siguiente férmula:

#Células
mL

Donde x es el promedio contado, Fd el factor de diluciébn y Fc el factor de la
camara (1,000).

= 2(Fd)(Fc)

4.11.3 Ensayo de unién

En las placas de 96 pozos con células confluentes se les retird6 150uL del medio y
se agrego 100 pL de suspension viral (hOPV y hRUV-2) en la fila A del pozo de la
columna 1 al 12; de la fila B a la H se agregd 70 uL de la solucién a evaluar, y se
diluyé la concentracion del virus (fila A de la columna 1 a la 12) tomando de cada
pozo 35 pL del sobrenadante y agregandolos al fila siguiente, como lo muestra la
Fig.4, en la ultima fila no se agrego6 suspension viral.

Se incubd por dos horas a 4°C y dos horas mas en la camara de incubacion,
transcurrido el tiempo se eliminé por pipeteo el sobrenadante y se agregaron
200uL de DMEM vy se incubd: el efecto citopéatico se observéd transcurridas 48
horas en microscopio de campo claro. Se realizo el calculo de la dosis infectiva

media de cultivo celular (TCIDsp) con la siguiente férmula:

TCID50 = 10_<_109A+(_1°g5*(5_%))>

Donde A es el factor de dilucién (3), d la ultima dilucion en la cual se observa el
efecto citopatico, S el nimero de pozos con el efecto citopatico entre el nimero de
pozos utilizados. El efecto citopatico se determiné en microscopia de campo claro

con la observacion de sincicios, para ambos virus.
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711 4.12ANALISIS ESTADISTICO

712 Los datos se analizaron con ANOVA por GraphPad Prism software. Se utilizé la
713 prueba de la diferencia estadistica significativa de Tukey (HSD) para comparar
714  todos los pares de grupos en la prueba de ANOVA. Una p <0.05 fue considerada
715 estadisticamente significativo.

716
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5 RESULTADOS

5.1 ENSAYO DEL CONTROL DE INFECCION TRANSITORIA
MAGNIFECTION ®

Para asegurar que las condiciones de la agroinfiltracion fueron efectivas (presion
de vacio, tiempo y concentracion e integridad de los plasmidos conteniendo los
maodulos), se expresé como control positivo la proteina GFP, contenida en uno de
los modulos (Fig. 5), se colectaron de 2 a 3 hojas por dia, desde el dia tres post-
infiltracion (dpi) hasta el 11dpi, se irradiaron con luz UV en el microscopio
estereoscopio Leica MZ125, obteniéndose la mayor la expresiéon de GFP en las

plantas de N. benthamiana y el pico de fluorescencia se observo en el dia 8.

Por lo cual se deduce que la mejor matriz de expresioén para esta técnica y para
los vectores utilizados en el género Nicotiana es la especie benthamiana y su
mayor expresion se observa es el dia 8 para GFP, por lo que fueron las
condiciones elegidas para la expresion del péptido HRA2pl. Shamoul et al., 2014
reportaron para el vector pBID4 en la cepa de Agrobacterium GV3101, la mayor
expresion de proteina GFP fue en N. benthamiana, lo cual concuerda con este

resultado.

5.2 DETERMINACION DE LA INTEGRIDAD DEL ADN GENOMICO
Se analizé el ADN gendmico de las plantas agroinfiltradas de los dias 5 al 8 post-
infiltracion mediante PCR punto final para el gen actina y determinar la integridad
del ADN gendmico HRAZ2pl (Fig. 6). El resultado fue positivo para todos los dpi.

5.3 IDENTIFICACION DEL TRANSCRITO

Del ARN que fue extraido en los dpi 4-8, y que mostr6 buena calidad ya que no se
observa degradacion del ARN (Fig. 7), mediante RT-PCR se produjo el ADNc al
que se le realizaron la PCR para deteccion de actina (control positivo de integridad
del ADNCc), la cual fue positiva para todas las muestras, con lo que se procedid a
detectar el ARN mensajero del transgén HRA, mediante PCR punto final, sin

embargo, solo dio positivo en los dias postinfiltracion: 4, 5, 6 y 8, como se puede
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observar en la Fig. 8, esto puede ser debido a la menor cantidad de mensajero

existente para ese transgénen el dia 7 o a la manipulacién de la muestra.

5.4 IDENTIFICACION DEL PEPTIDO RECOMBINANTE

Para la identificacion de la proteina recombinante HRA2pl se realiz6 la extraccion
de proteinas totales colectando hojas de N. benthamiana transgénicas a diferentes
dias post-infiltracion (desde el 3 al 14 dpi), la electroforesis se realizé en un gel de
SDS-PAGE Tricina al 16% (Fig. 9), y se observo la integridad y buena resolucion
en la separacion de las proteinas extraidas por esta técnica. Dentro del patron de
bandas separadas, se observan dos bandas en el peso aproximado del péptido
HRAZ2pl (cercano a 11kDa), aunque también se observa una banda similar en la
WT por lo que procedimos a la identificacion del péptido por Dot Blot y Western
blot.

En el extremo amino terminal, el péptido antiviral HRA2pl cuenta con una etiqueta
de histidinas que permite su identificacion y posterior purificacion, por lo cual se
realiz6 un Dot blot y un Western blot contra la etiqgueta de histidinas. Los
resultados del ensayo de Dot blot se muestran en la Fig. 10, donde se detecta al
péptido mediante un halo blanquecino alrededor del circulo cargado de proteina a
partir del dpi 8.

Para el Western blot se cargaron 20 pug de PST en un gel SDS-PAGE Tricina al
16%, se transfiri6 a una membrana de PVDF por transferencia semihiumeda y
realizdé el procedimiento ya descrito, se revel6 en pelicula y debido a la mala
calidad obtenida en las peliculas reveladas con PST de plantas no se muestran
estas imagenes. Sin embargo, posteriormente en el Western del péptido HRA2pl
producido en E. coli BL21, donde se cargaron conjuntamente las PST de plantas,
ahi si se observan las bandas del peso esperado para los extractos de N.
benthamiana al 8dpi y 9dpi (Fig. 13).

5.5 INDUCCION Y PURIFICACION DEL PEPTIDO RECOMBINANTE
EN BACTERIAS

Para la obtencion de un control positivo del péptido y poder cuantificar el

producido en plantas, se expresé HRA2pl en bacterias E. coli cepa BL21 y el
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péptido extraido se analizé en un gel de Tricina SDS-PAGE al 16% con 6% de
entrecruzador bis-acrilamida y se realizé un Dot-blot (Fig. 11) en donde se observa
sefal positiva para los extractos de PST de BL21 inducida, soluble e insoluble, el
contraste de este dotblot es diferente al realizado en plantas, debido al equipo
utiizado (Bio Rad Chemidoc). En el SDS-PAGE se observaron bandas
diferenciales para el extracto de proteinas totales obtenidas de bacterias inducidas
que no han pasado por la columna, en el peso aproximado del péptido (11 kDa),
ademas de la sefal positiva en el Dot blot, por estas razones se decidié continuar
con la purificacion por columna de niquel (Probond). De las fracciones obtenidas,
tanto lavados como eluciones (Imidazol al 50, 100, 200 y 500 mM, que
corresponden a la elucion 1, 2, 3y 4), al analizarlas mediante un gel SDS-PAGE
Tricina al 16% (Fig. 12) y posteriormente un Western blot (Fig. 13), los resultados
mostraron que se pudo obtener el péptido a partir de bacterias, con menor
cantidad de proteinas contaminantes a 500mM de Imidazol y que ademas
conserva el mismo peso que del péptido expresado en planta, pero la sefal
positiva en todas las fracciones obtenidas durante la purificacion ademas de la
pérdida de péptido a 50mM de Imidazol, indican que el péptido no se esta
adhiriendo a la resina con buena afinidad, por lo cual el siguiente paso fue buscar
el buffer adecuado para evitar la pérdida de péptido durante el proceso de

purificacion.

5.6 Dialisis de laelucidén 4 de E. coli BL21

Se realizé la didlisis de la elucion 4 de HRAZ2pl expresada en bacteria para
eliminar el Imidazol remanente que queda en la muestra eluida, con esta finalidad
se utilizd el buffer de extraccién nativo que es similar al de elucién, pero que
carece de Imidazol, se cuantificé por Bradford la proteina antes y después de
dializar y se detecté una pérdida de 0.38 pg/uL, quedando en una concentracion
de 0.03 pg/pL. A partir de aqui este péptido se utilizO como control de

guimioluminiscencia.
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5.7 PURIFICACION DE HRA2pl A PARTIR DE N. benthamiana

A partir de la proteina soluble total de los dias 8, 9 y 10 post-infiltracion de las
hojas de N. benthamiana se purificé por columna de niquel el péptido HRA2pl
siguiendo el procedimiento ya descrito, pero con el buffer de extraccion utilizado
para planta, pero debido a la baja cantidad de péptido purificado, no se pudo
obtener una pelicula adecuada para presentar, por esta misma razon se decidio
trabajar con la elucion de 250 mM de Imidazol, que al cuantificarse por Bradfford
dio la mayor concentracion de 0.026 pg/ pL.

5.8 EVALUACION DEL EFECTO INHIBIDOR DE HRA2p

5.8.1 Ensayo de citotoxicidad

Se evaluaron los extractos crudos de proteina tanto de plantas WT (WTpst) COMO
transformadas transitoriamente (HRApst), ademas del buffer de extraccion (Bpst),
el péptido de planta purificado a 250 mM de Imidazol (HRAZ2pl), y el buffer de
elucion a 250 mM de imidazol (BE)); para el ensayo se ajustaron las
concentraciones de cada condicion como lo muestra la Tabla 3, con base en los
ensayos realizados por la Dra. Veronica A. Marquez Escobar, excepto la
concentracion del péptido purificado (y por lo tanto del imidazol) que debid ser
mayor (2.85x10 pg/ pL) y por un error técnico quedd a 2.1x102 pg/ pL.

La viabilidad para las células (HEp-2 y Vero) con el Bpst, WTpst, HRApsT, fue
evidentemente baja, ya que al observarse el pozo al microscopio, la monocapa
desaparecia y el conteo de células con respecto al medio de cultivo (DMEM)
disminuia en aproximadamente 80%, para HRA2pl, la viabilidad en ambos tipos
celulares fue parecida al control positivo (DMEM) y en BE,, se observa una
cantidad mayor de células a partir del tiempo cero, que podria atribuirse a que el
pozo contenia un mayor niumero de células inicialmente, como se puede observar
en la Fig.14.

Lo que indica que posiblemente algin componente del buffer de extraccion, lisé a
las células. Una de las diferencias entre Bprs y BE, es que el primero contiene
SDS y el segundo carece de éste y contiene imidazol, el SDS es un detergente

que se utiliza en la extraccion de proteinas para lisar las células vegetales y
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aunqgue en los extractos de PST WT y HRA la cantidad de SDS debiera ser menor
debido a que ya lis6 las células vegetales, el remanente que queda en los
extractos también disminuye el nimero de células vivas para ambas lineas

celulares.

5.8.2 Ensayo de union

Una vez evaluada la viabilidad celular a las concentraciones que también se
utilizaron para el ensayo de inhibicion viral o ensayo de union, se evalué una dosis
mas baja de HRA2pl para ambos virus. Los ensayos se realizaron por triplicado
para las réplicas biologicas y experimentales. La evaluacion de la inhibicién viral
se realiz6 de forma semicuantitativa mediante microscopia de campo claro
marcando como positivo para infeccion viral la dilucion en la que se observé desde
un sincicio (Fig. 15). En la Fig. 15 se observa la disminucion de sincicios (15d y
15h) cuando esté presente el péptido. Para hRUV-2 la inhibicién viral se comenz6
a observar desde diluciones de 5:81 (Fig. 16) de un stock 10° TCIDso, ademas de
gue conforme aumentaba la concentracion de HRA2pl con respecto al virus (Fig.
17a), se observd disminucion en el tamafio de los sincicios y en el niumero de
sincicios con respecto al control positivo de infeccion en las diluciones del virus.
Se observé algo similar para hOPV (Fig. 17b), excepto que se notd una inhibicién
de la fusion viral desde diluciones 4:27 (Fig. 16), ademas de que como se trata del
linaje B de este virus los sincicios son menos evidentes y mas pequefios que los
de hRUV-2 y del linaje A de hOPV. A pesar de que HRA2pl fue diseiiado a partir
de la secuencia de HRA-2 de la proteina F de hMPV, y que en un ensayo previo
realizado en Canada, el péptido HRA2 expresado en bacteria, mostré6 poca
inhibicion de la fusion viral de hOPV A y nula inhibicion de hREV-3 (PIV-3)
(Deffrasnes et al. 2008), este ensayo realizado en la presente tesis con el péptido
producido en plantas, demostro inhibir la fusion viral de hOPV B y hRUV-2 (PIV-2),
lo cual podria deberse a la diferencia entre los virus y a las glicosilaciones que se
dan en planta y no en bacteria (Lomonossoff and D'Aoust 2016), la inhibicién para
estos virus, se puede explicar debido a que es una proteina conservada, ya que al

ser una proteina crucial para la internalizacion del virus a la célula no puede
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cambiar tanto que perdiera su accion, segun Wertz y Moudy 2004, y Day et
al.,2006, demostraron que las cisteinas (37, 313, 322, 333, 343, 358, 367,
393,416, y 439) que no solo le dan el plegamiento post-fusogénico, sino que
ademas se encuentran conservadas en los miembros de la familia
Paramyxoviridae y Pneumoviridae y por ultimo que la diferencia entre las
longitudes del hOPV y hMPV en la forma precursora (FO) se debe a que el corte
de la proteina se da en dos sitios para hOPV y uno para hMPV (Day et al. 2006;
Melero and Mas 2015; Tapia et al. 2014; Wertz and Moudy 2004).

Mediante el célculo del TCIDsg, se pudo cuantificar el efecto de las diferentes dosis
de HRAZ2pl, sobre ambos virus. hOPV B disminuy6é como lo muestra la Fig. 17d, en
una razén de inhibicion del doble con respecto al control positivo de infeccion, para
la dosis 1, y aunque entre las dosis no se perciben diferencias significativas de
inhibicion, la razén de inhibicién con respecto al control de infeccion es de 6 veces
para la dosis 2 y de 9 para la dosis 3, lo cual indica que la inhibicion para este
virus podria ser dosis dependiente. Por otro lado, el control negativo de inhibicion
(BE)) no muestra inhibicion. Para hRUV-2 como podemos observar en la Fig. 17c,
ambas dosis disminuyen la fusion viral, aunque en ese caso la dosis mayor no
muestra una relacién mayor de inhibicion, sin embargo al observar al microscopio,
si disminuyen en numero y tamafio de sincicios respecto al control positivo y el
control negativo de inhibicién al igual que para hOPV B no muestra tener efecto

sobre el virus o las células.
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6 CONCLUSIONES

1.- Es posible expresar en plantas el péptido HRA2pl, mediante la técnica de
Magnifection ® y purificarlo mediante columna de niquel.

2.- A pesar de que el péptido HRA2pl esta disefiado a partir de hMPV, inhibe la
fusidn virus-célula de otros géneros, como hOPV B y hRUV-2 debido a las
similitudes tanto en la funcion como en la conformacién de la proteina de fusion y
para el caso de hRUV-2 con la dosis menor del pétido (1.8ug/pL), es suficiente
observar la inhibicion.

3. El péptido HRA2pl ademas de inhibir la formacion de sincicios en las lineas
celulares Vero y HEp-2, disminuye la cantidad y tamafo de sincicios en las

diluciones donde hay efecto citopatico.
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899 7 PERSPECTIVAS

900 EI péptido HRA2pl producido en plantas, podria ser utilizado como tratamiento
901 profilactico de emergencia en guarderias y hospitales para prevenir infecciones
902 por estos patdgenos respiratorios, cuando se observen casos de infeccién por
903 hMPV, hOPV B y hRUV-2.

904
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Tabla 3

9 TABLA

Concentracion de las muestras para la evaluacién de la viabilidad celular. Todas

las soluciones fueron diluidas en medio DMEM.

Condicion | WTest | HRApst | HRA2pI BE, Boor
Mg/ pL

N N

Concentracion | 0.0943 | 0.0943 2.1x10° | Imidazol: 20 uM Triton: 0.01%

DIECA: 1 pM
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Fig. 4

Disefio de la placa del ensayo de union.
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Nicotiana benthamiana Nicotiana tabacum

Dpi 6

Dpi 8

Fig. 5

Expresion de GFP, usada como control positivo de la agroinfiltracion. En la
columna de la izquierda podemos observar hojas de N. benthamiana las cuales
fueron sometidas al mismo proceso de agroinfiltracion que las plantas de la
derecha (N. tabacum). La expresion de GFP tiene pico maximo al octavo dia post-
infiltracion (dpi) en N. bethamiana, el cual no se observa para N. tabacum.
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1 2 1 2 1 2 1 2 34 2 i 2
MP — WT WT GFPGFP 5-H5-H 6-H 6-H 7-H 7-H 8H 8H +

<«—650pb
500pb —»

Fig. 6

PCR de actinas. MP: Marcador de peso molecular 100pb, WT: Wild type, GFP:
Proteina verde fluorescente, 5-H: HRA2pl al 5dpi, 6-H: HRA2pl al 6dpi, 7-H:
HRA2pl al 7dpi, 8-H:HRA2pl al 8dpi, +: control positivo de la PCR, -: control
negativo de la PCR, 1: muestra uno de ADN, 2:Segunda muestra de ADN

48



1158

1159
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1162

1163 Fig. 7

1164 Gel de calidad de ARN.WT: Wild Type, H4: HRAZ2pl al 4dpi, H5: HRA2pl al 5dpi,
H6: HRA2pl al 6dpi, 7H: HRA2pl al 7dpi, 8H: HRA2pl al 8dpi, 9H: HRA2pl al

1165 9dpi.

1166
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a actina b HRA2pl

= MPWTH4 H5 H6 H7 H8 H9 + = MPWTH4 H5 HEH7 H8 H9 +

- - -
So0ph. - ..‘.. 500pb

100pb

1168
1169

1170
1171
1172
1173

1174 F9.8 . . |
1175 Deteccion de los transcritos de actina y del gen HRA2pl. a PCR actina producto

1176 deamplificacion de 650pb, b PCR HRA2pl producto de amplificacién de 360pb.
1177 MP: Marcador de peso molecular 100pb, WT: Wild Type, H4: HRA2pl al 4dpi,
1178 H5: HRAZ2pl al 5dpi, H6: HRAZ2pl al 6dpi, 7H: HRAZ2pl al 7dpi, 8H: HRAZ2pl al
1179 8dpi, 8H: HRA2pl al 9dpi, +: control positivo de la PCR, -: control negativo de la

1181
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Fig. 9

Electroforesis de proteinas SDS-PAGE Tricina al 16%. De izquierda a derecha,
WT: Extracto de proteinas sin agroinfiltrar, GFP: Extracto de proteinas de
plantas agroinfiltradas con GFP, 6: Proteina Soluble Total (PST) de plantas
agroinfiltradas para HRA2pl al dpi 6, 7: PST al dpi 7, 8: PST al dpi 8, 9: PST al
dpi 9, 10: PST al dpi 10, 11: PST al 11 dpi, +: Control positivo PTF5, MP:
Marcador de Peso. El peso aproximado del péptido antiviral HRA2pl es de 11
kDa.
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Fig. 10

Deteccion del péptido antiviral por quimioluminiscencia. De izquierda a
derecha, +: Control positivo de una proteina con etiqueta de histidinas PTF5,
WT: Extracto de proteinas de una planta sin agroinfiltrar, 6 PTS de plantas
agroinfiltradas para HRA2pl al sexto dpi, 7: PTS al séptimo dpi, 8: PTS al
octavo dpi, 9: PTS al noveno dpi.
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Fig. 11

Induccién y extraccion de proteinas producidas en E. coli BL21. De izquierda
a derecha, +: Control positivo para etiqueta de histidinas PTF5, WT: Extracto
de proteinas de plantas sin agroinfiltrar, HRA dpi 8: Extracto de proteinas de
plantas para HRA2pl al dpi 8, HRA dpi 9: Extracto de proteinas de plantas
para HRA2pl al dpi 9, HRA dpi 10: Extracto de proteinas de plantas para
HRAZ2pl al dpi 10, B Soluble NI: Extracto soluble de proteinas de bacterias
BL21 no inducidas, B Soluble I: Extracto soluble de proteinas de bacterias
BL21 inducidas, B Insoluble NI: Extracto insoluble de proteinas de bacterias
BL21 no inducidas, B Insoluble I: Extracto insoluble de proteinas de bacterias
BL21 inducidas
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Fig. 12

Electroforesis de proteinas purificadas por columna de niquel y transferidas a la
membrana de PVDF. Geles SDS-PAGE Tricina al 16%, a Gel sin transferir, b Gel
transferido a PVDF. De izquierda a derecha, MP-His: Marcador de peso con
etiqueta de Histidinas, BN-Bacteria: Fraccion del Buffer Nativo que pasé por la
columna, PS-Bacteria: Extracto de proteinas obtenidas con el buffer nativo sin
pasar por la columna, L1-Bacteria: Lavado a 50mM de Imidazol, E3-Bacteria:
Elucion a 200 mM de Imidazol, E4-Bacteria: Elucion a 500mM de Imidazol: HRA
dpi 8 N. benthamiana: Extracto de proteinas de plantas agroinfiltradas para
HRAZ2pl al dpi 8, HRA dpi 9 N. benthamiana: Extracto de proteinas de plantas
agroinfiltradas para HRA2pl al dpi 9, Control +: Control positivo para etiqueta de
histidinas PTF5, WT N. benthamiana: Extracto de proteinas sin agroinfiltrar.
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Fig. 13.

Membrana Western blot de las proteinas inducidas y purificadas a partir de E.
coli BL21. Membrana de PVDF donde se transfirié el gel de la Fig.12a. De
izquierda a derecha, MP-His: Marcado de peso con etiqueta de histidinas, BN-
Bacteria: Fraccion del Buffer Nativo que pasé por la columna, PS-Bacterai:
Extracto de proteinas obtenidas con el buffer nativo sin pasar por la columna,
L1-Bacteria: Lavado a 50mM de Imidazol, E3-Bacteria: Elucion a 200 mM de
Imidazol, E4-Bacteria: Elucion a 500 mM de Imidazol, HRA dpi 8 N.
benthamiana: Extracto de proteinas de plantas agroinfiltradas para HRA2pl al
dpi 8, HRA dpi 9 N. benthamiana: Extracto de proteinas de plantas
agroinfiltradas para HRAZ2pl al dpi 9, Control +: Control positivo para cola de
Histidinas PTF5, WT N. benthamiana: Extracto de proteinas sin agroinfiltrar, *:
Pasé por la resina de niquel, se observa sefal positiva en el peso aproximado
de HRAZ2pl (11 kDa), excepto en la planta WT.
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a
Viabilidad Celular (Vero)
- WTors | HRAss | Bers |HRAZ2pL| BE, DMEM
1€MP0 | ceimL | CelimL | GevmL | Cetml | celimL | CelmL
0Oh 15 556 | 12857 1285 107 228 | 215357 | 107 228
24h 5787 12 450 2571 130 849 | 187824 | 121 889
48h 14 560 | 16800 0 178 200 | 56 000 | 190 400
c
Viabilidad Celular (Hep-2)
Tiemoo | Wiets | HRAsrs [ Bers |HRA2pL[ BE DMEM
P Cel/mL | Cel/mL | CelimL | Cel/mL | Cel/mL | CellmL
Oh 10 826 8026 3 840 127680 | 153720 | 173 226
24h 12 880 | 13619 25M 92 960 | 107 889 | 139 626
48h 9 856 5936 6 400 69 809 | 120 320 | 180 320
Fig. 14
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Viabilidad Celular. a Numero de células Vero vivas por mL, b Grafica de
viabilidad celular con respecto al control positivo de viabilidad (DMEM) para las
células Vero, ¢ Numero de células HEp-2 vivas por mL, d Grafica de viabilidad
celular con respecto al control positivo de viabilidad (DMEM) para las células

HEp-2.
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Fig. 15

Evaluacion del efecto citopatico. Microscopia de campo claro (las flechas rojas
indican el sincicio). a Control positivo de la infeccién (hRUV-2 en DMEM) de
hRUV-2, b hRUV-2 con BE,, ¢ Control negativo de la infeccion (medio DMEM
sin hRUV-2), d hRUV-2 con HRAZ2pl, e Control positivo de la infeccién (hOPV B
en DMEM) de hOPV, f hOPV B con BE,, g Control negativo de la infeccién
(medio DMEM sin hOPV B), h hOPV B con HRA2pl.
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Placa 1 Placa 2 Placa 3
Dilucién | RRUV-2 |Dosis 1 |Dosis 2 | Imidazol | pjjcion | PRUV-2 |Dosis 1 | Dosis 2 | Imidazol | pjycion | NRUV-2 |Dosis 1 | Dosis 2 | Imidazol
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6243 F @ E@ GGG 6263 ;%Q EEICCEHE L0 EE | 6243 FEE GO L L EE G
T2 g e E|COGCOOCIOGE| T2 G OO CHOOCGOL | T2 E GO0 GLI®BE
DMEM’TGQ‘QG'Q-EQ’@ AC GG DMEM;GGGG‘ slslelole elels DMEM%@Q.QQ.(.,(._ SOCIOO0
b Placa 1 Placa 2 Placa 3
Dilucién | hOPV | Dosis 1| Dosis 2 [Dosis3 | piiycion | hoPv | Dosis 1| Dosis 2 [Dosis 3 | puicisn | hopv | Dosis 1| Dosis 2 | Dosis 3
1 2 3|4 5 6|7 8 910 1 2 1 2 3|4 5 6]7 8 910 1 @ 1 2 3fla s 6|7 8 9w n o
Virus  AlG) (O (DD (9 BB ®® | Vius AiQ GHOEEROBLREE | vius ALGEREEHEEGERD GG
1M BREERGHEEEREGE | 11 BeEERGEHEGEREE || 1 e EERGEEIEGEREE
23 (G & ® I 6 CAERE 23 C(OGEEGEIECEHDEE 23 e CRE IO R CRCHCORCORO
427 D@ @Al GHEGHEIP LG 4:27 Di(f CAC GLEAC, GLOCAC, ORORC 427 D}(\;‘*Q (3 G Gl @&
5:81 E{Q (GEC CLE { ( 581 OO OO0 | 55 g!& FEECEHEEEe 0
6243 FlOGEIOC 0 | 6243 F@OGIROCIOOGHRO0 || 623 Fl& @ EIOGEGOEEOC
72187 gE GO C @O0 | 72187 OO EEECIOOLEOE || 721706 R OCCE®ElC 6L
1265 DMEM»{@(:QGQ Qoo DMEMWGG»GC«GULQ%OL(— omemﬁ@eeeoqeeeu@e

1266 Fig. 16

1267 Ensayo de inhibicion viral en placas tipo ELISA. a Réplicas de las condiciones

1268 hRUV-2, hRUV-2: hRUV-2 + DMEM, Dosis 1: hRUV-2 + 1.8x10° pg/mL de
HRA2pl, Dosis 2: hRUV-2 + 2.1x10° ug/mL de HRAZ2pl, Imidazol: hRUV-2 +

1269 BE;, b Réplicas de las condiciones hOPV, hOPV: hOPV + DMEM, Dosis 1:

1270 NOPV + 1.8x10° pug/mL de HRA2pl, Dosis 2: hOPV + 2.1x10° ug/mL de
HRAZ2pl,Dosis 3: hOPV + 3.2x10° ug/mL de HRA2pl
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Fig. 17

1275 g
1276 Inhibicion viral. a Promedio de las réplicas del TCIDso para hRUV, b Promedio

de las réplicas del TCIDso para hOPV, ¢ Razén de inhibicion de las condiciones
1277 con respecto al control positivo de la infeccibn para hRUV, d Razén de

inhibicion de las condiciones con respecto al control positivo de la infeccion para
1278 hopv
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Tabla 4

11 MATERIAL SUPLEMENTARIO

Tabla de cepas y plasmidos

Cepa/plasmidos

Descripcion y/o genotipo

dominante

Referencia

Agrobacterium

C58, Rif?, KmR, Nopalina, Ti

Donado por el Dr.

_ Korban de la
tumefaciens pMP90 . _
Universidad de
GVv3101 o
lllinois
o . Coleccion de
Escherichia coli BL21 F~ ompT gal _
laboratorio

pICH4851

dependiente de ARN), MP
(proteina de Movimiento), AttP,
Nos-T

Act2, RdRp (Polimerasa

Donado por Icon
Genetics, Halle,

Alemania

pICH11599

AttB, ATG, Int (Intrén), Gen de
interés (HRA2pl o GFP), 3'NTR
(Region no traducida), Nos-T

Donado por Icon
Genetics, Halle,

Alemania

pICH10881

Act2, Integrasa, Nos-T

Donado por Icon
Genetics, Halle,

Alemania

PET-28b

T7, SMC, lacl, His tag, T7 term

Coleccion del

laboratorio
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