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Resumen

Expresiéon de péptidos antigénicos y antivirales del virus sincicial respiratorio
en plantas de tabaco

El virus sincicial respiratorio (VSR) es una de las principales causas de infecciones del
tracto respiratorio bajo (IRB) en el mundo. Las infecciones por VSR causan
anualmente cerca de 34 millones de episodios de IRBs agudas, 66,000 muertes y
costos por mas de 2.4 miles de millones de ddlares. A pesar de la importancia del VSR,
no existe actualmente una vacuna disponible en el mercado.

En este trabajo se desarroll6 una construccion que codifica epitopos antigénicos
de las proteinas F, G y M del VSR optimizadas para su expresion estable en el
citoplasma de células vegetales. La construccion, denominada pBI-VSR, ademas
codifica para péptidos espaciadores ricos en prolina y una region del virus del
sarampién para obtener un balance de respuesta inmune Th1/Th2 que ha sido una
limitante en trabajos previos en el desarrollo de vacunas contra VSR. Con pBI-VSR se
realizd la transformacion genética de plantas de tabaco (N. benthamiana) via
Agrobacterium tumefaciens, de las cuales se obtuvieron siete lineas transgénicas para
la generacion T2.

Ademas se disefié mediante PCR de fusidn un gen que codifica el péptido con
actividad antiviral RhoA, el cual fue fusionado a dos moléculas acarreadoras, liquenasa
(LicKM) y la proteina de la céapside (CP) del virus del mosaico de la alfalfa para
transformar transitoriamente plantas de tabaco, usando un vector de expresion basado
en el virus del mosaico del tabaco. Las proteinas de fusion RhoA-LicKM y RhoA2-FL-
d25CP fueron expresadas eficientemente e inhibieron la replicacion del VSR in vitro
en un 50% y 80% respectivamente a una menor concentracion que el péptido sintético
RhoA usado como control.

Estos resultados indican el potencial de sistemas de produccion de biofarmacos
en plantas y, para el caso de transformacion transitoria, la produccion de un péptido
antiviral en un tiempo corto y la ventaja que da utilizar moléculas acarreadoras para
incrementar la expresion y eficacia.

PALABRAS CLAVE: RhoA, Expresion transitoria, Agrobacterium tumefaciens,
Liguenasa, Proteina de la capside.
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Abstract

Expression of antigenic and antiviral peptides of respiratory syncytyal virus in
tobacco plants

Respiratory Syncytial Virus (RSV) is one of main causes of viral lower respiratory tract
illness (LRI) in infants and young children worldwide. RSV causes nearly 34 million
episodes of acute LRIs annually, with an estimated 66,000 deaths and costs of more
than 2.4 billion dollars per year. Despite the burden of the disease, there is no licensed
vaccine against RSV.

In this work we developed a construct encoding plant-optimized sequences of
epitopes from the antigenic F, G and M, RSV proteins in the cytoplasm of the plant
cells. This genetic construct named pBI-RSV has proline-rich linkers and a measles
virus region though to balance the Th1/Th2 immune response, which has been a
limiting factor on the development of vaccines against RSV in previous studies. With
this construct, the genetic transformation of tobacco (Nicotiana benthamiana) via
Agrobacterium tumefaciens was performed. We obtained seven transgenic lines up to
the T2 generation.

We also engineered a synthetic gene encoding the antiviral RhoA peptide fused
to carrier polypeptides, either lichenase (LicKM) or the coat protein (CP) of alfalfa
mosaic virus. These constructs were introduced into tobacco plants using transient
transformation by means of a tobacco mosaic virus-based expression vector and
purified the recombinant proteins. The RhoA peptide fusion proteins were efficiently
expressed in N. benthamiana plants, and two of them, RhoA-LicKM and RhoA2-FL-
d25CP inhibited RSV in vitro replication by 50% and 80%, respectively, at lower
concentrations than the synthetic peptide used as a control.

These data on biological activity indicate the feasibility of expression systems in
plants for biopharmaceutical production and transient transformation, the production of
an antiviral RhoA peptide in a short time in plants, and the advantage of using carrier
molecules to enhance the level of expression and its efficacy.

KEYWORDS: RhoA, Transient expression, Agrobacterium tumefaciens,

Lichenase, Capside protein.
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1. Introduccion

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estima que 15 millones de personas
mueren a causa de enfermedades infecciosas alrededor del mundo, de las cuales
3.1 millones son causadas por infecciones respiratorias (Openshaw y Tregoning,
2005). A pesar de que la vacunacion ha logrado erradicar algunas enfermedades
infecciosas tales como la viruela, aln existen padecimientos que impactan la salud
de la poblacion mundial y para los cuales no se cuenta con una vacuna o tratamiento
accesible; un ejemplo de ello son las infecciones respiratorias, las cuales afectan

principalmente a nifios, ancianos y personas inmunosuprimidas.

En la actualidad gracias a la biotecnologia, se han podido desarrollar nuevas
estrategias para el disefio de vacunas y proteinas recombinantes; un ejemplo de
esto son las técnicas de manipulacion de ADN que permiten tomar un gen foraneo

e introducirlo a otro organismo.

Durante las dos ultimas décadas las plantas han sido usadas intensamente
como modelo de investigacion para la produccion de proteinas de interés
terapéutico, asi como para la produccién de vacunas. Se ha visto que este sistema
alternativo para la produccion de proteinas recombinantes ofrece varias ventajas
sobre los sistemas de expresion tradicionales, tales como: disminucién de los
costos, produccion a gran escala, se evita la transmision de enfermedades
presentes en otros sistemas, las modificaciones post-traduccionales de las
proteinas recombinantes permiten la produccion de proteinas biolégicamente
activas lo cual no se da en otros sistemas, ademas de que el producto de interés se
puede producir en tejidos comestibles lo que lleva a la entrega del farmaco sin

procesamiento adicional (Lico y col., 2008).

Dado los resultados positivos y los beneficios de producir proteinas
biologicamente activas en plantas, el presente trabajo explora la posibilidad de
expresar péptidos antigénicos y antivirales en sistemas vegetales que prevengan

infecciones causadas por el virus sincicial respiratorio (VSR), uno de los principales

Benita Ortega Berlanga 1
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patogenos de las vias respiratorias bajas y para el cual no existe actualmente un

tratamiento eficaz y accesible disponible en el mercado.

Benita Ortega Berlanga 2
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Antecedentes

2. Antecedentes

2.1 Infecciones respiratorias

Para el afio 2012 la Organizacion Mundial de la Salud estim6 que 15 millones de
personas mueren a causa de enfermedades infecciosas alrededor del mundo, de
las cuales 3.1 millones son causadas por infecciones respiratorias; el 95% de las
defunciones por infecciones respiratorias se deben a afeccion del tracto respiratorio

bajo (Openshaw y Tregoning, 2005).

Las infecciones respiratorias se presentan principalmente en nifios menores
de 5 afios y en ancianos mayores de 65 afios. Los principales agentes etioldgicos
de las enfermedades respiratorias son los virus, entre los cuales destacan los virus
de la influenza, parainfluenza, rinovirus y virus sincicial respiratorio, siendo éste

ualtimo el principal agente causal de bronquiolitis y neumonia (Rosete y col., 2002)

50%

Catarro comin %
oo d s £¥  em mal —

50%
Croup
o lln - -
Traqueobronauitis el
wl__.ﬂ-_ﬁm-ﬁ I;: .

50%
B ioliti

o%l,ﬁ__ﬁm-g £ e

Neumonia

o i B ER e P _mew
VSR PARA1 PARA3 ADV Influenza Ringvirus

Figura 1. Principales agentes etiol6gicos en los diferentes padecimientos respiratorios.
VSR, virus sincicial respiratorio; PARAL, parainfluenza 1; PARA3, parainfluenza 3; ADV,
adenovirus. Tomado de Rosete y col., 2002.

2.2 Virus sincicial respiratorio
En 1956 Morris y col. aislaron un nuevo virus a partir de un grupo de chimpancés

gue estaban resfriados; a este virus lo llamaron agente de la coriza del chimpancé.
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Posteriormente Chanock y col. (1957) lograron aislar este virus en dos nifios con
enfermedades de las vias respiratorias bajas; a partir de entonces el agente fue
llamado VSR haciendo alusion a su principal manifestacién histopatolégica que es

la formacion de sincicios (fusion de membranas celulares).

2.2.1 Epidemiologia

El VSR es el principal patégeno de las vias respiratorias bajas en nifios en todo el
mundo. Para la edad de 2 afios >90% de los nifios se ha infectado con este virus
(Tabla 1) (Noyola y col., 2007; Van Drunen y col., 2007). La Organizacién Mundial
de la Salud estima una infeccion anual y mortalidad de 64 millones y 160,000
respectivamente. Las manifestaciones clinicas de la infeccion por VSR incluyen

rinitis, otitis media, bronquiolitis y neumonia (Ruuskanen, 1989).

Las lesiones patoldgicas causadas por el VSR incluyen bronquitis, necrosis
epitelial bronquiolar, oclusién bronquiolar, inflamacion del parénquima pulmonar y
exudacion alveolar (Stott y Taylor, 1985). A pesar que el VSR afecta a todos los
grupos etarios, los lactantes (< 18 meses) y ancianos son los grupos que sufren la
forma mas severa de la infeccion (Simoes, 1999). La tasa de mortalidad en nifios
es de 0.1-2.5% y en ancianos de hasta un 10% (Falsey y Walsh, 2000; Kneyber y
col., 2000).
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Tabla 1. Principales causas de hospitalizacién por enfermedades de las vias respiratorias
(Noyola y col., 2005)

Virus detectados en nifios hospitalizados con
infeccién respiratoria aguda (Hospital Central,
SLP, 2002-2004).

Virus Porcentaje

VSR 34.6%
Metapnemovirus 10.5%

humano

Parainfluenza 2.7%

Influenza 2.3%

2.2.2 Biologia y estructura

El VSR se encuentra clasificado como un virus que pertenece al género
Pneumovirus, familia Paramixoviridae. El viribn del VSR consiste de una
nucleocapside contenida dentro de una envoltura lipidica, su tamafio varia entre
150-300nm. Hay tres proteinas transmembranales que se organizan formando
espiculas (F, Gy SH) y la proteina de matriz (M) que conecta la nucleocépside con
la envoltura lipidica (Vergara y col., 2006) (Figura 2a).

Es unvirus de ARN de cadena sencilla, no segmentada y de sentido negativo.
Su genoma esta compuesto por 15,222 nucleétidos y codifica 10 ARN mensajeros.
Los 10 genes virales se ordenan con sentido 3" al 5°de la siguiente manera: NS1-
NS2-N-P-M-SH-G-F-M2-L (Figura 2b). EI ARN mensajero para M2 contiene dos
marcos de lectura que codifican dos diferentes proteinas: M2-1 y M2-2 (Vergara y
col., 2006).

Benita Ortega Berlanga 5


http://www.ipicyt.edu.mx/

N
Antecedentes ?{(\ﬁﬁ'

IPICYT

b)

&~

0 1 l 3 b ] B 4 n N 12 13 14 15  16kb )

] I N [ | L

3

Figura 2. Estructura del virus sincicial respiratorio.
a) Estructura del virus mostrando la distribucion espacial de las proteinas. b) Organizacion
del genoma. Tomado de Vergara y col., 2006.

2.2.3 Replicacion y transcripcion

Los eventos de replicacion y transcripcion de este virus suceden en el citoplasma.
Para el evento de la transcripcién el genoma del virus contiene secuencias que
actlan en cis y que marcan el inicio (GS) y el final de cada gen (GE). La transcripcién
inicia cuando la ARN polimerasa dependiente de ARN entra en contacto con el
promotor ubicado en el extremo 37; la transcripcion de los diferentes genes ocurre
de manera secuencial con la asistencia de la proteina M2-1 que ayuda al complejo
polimerasa a pasar a través de las regiones intergénicas; los productos proteinicos
se acumulan y cuando el factor regulador M2-2 alcanza cierto nivel, el complejo
polimerasa cambia del modo transcripcional al modo de replicacion. En esta
condicién el complejo de la polimerasa ignora las sefiales GE y se sintetiza una
copia antigendmica con orientacion positiva, la cual sirve como plantilla para generar

el genoma del virion (Feans y col., 2002).
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2.2.4 Proteinas del virus

El VSR consta de 11 proteinas, las proteinas G y F son las més importantes en la
penetracion viral, la proteina G es una glicoproteina tipo Il con abundantes
glicosilaciones N y O. Debido a sus propiedades de mucina, media la mayor parte
de la adsorcion del virus a la célula huésped. Ademas contribuye en el sesgo de la
respuesta inmune hacia un perfil Th2 (Bourgeois y col., 1998), mientras que la
glicoproteina F media la penetracion del virus porque facilita la fusion entre la

envoltura del virion y la membrana de la célula huésped (Vergara y col., 2006).

La proteina SH es una pequefia proteina hidrofébica cuya funcién se
desconoce. La proteina de la matriz viral (M) forma una capa que recubre la cara
interna de la envoltura viral, ademas de contribuir al proceso de ensamblaje (Marty
y col., 2004).

Las proteinas N, P, M2-1 y L se encuentran asociadas a la nucleocapside y
cumplen papeles esenciales en diferentes estadios de los eventos de transcripcion
y replicacion viral (Vergara y col., 2006), mientras que la proteina M2-2 es un factor
regulador responsable de cambiar el modo operacional del complejo polimerasa del

modo transcripcional al de replicacion (Bermingham y Collins, 1999).

Las proteinas no estructurales NS1 y NS2 parecen servir de antagonistas al
sistema del interferon IFN tipo | (Spann y col., 2004).

2.2.5 Inmunologia
Las reinfecciones con el VSR son comunes, ya que el virus produce una inmunidad

naturalmente adquirida incompleta.

Cuando un organismo es infectado por algun patégeno, el tipo de respuesta
inmune depende de los siguientes factores: via de entrada del patégeno, la

naturaleza de éste y el mecanismo de presentacion del antigeno.

Hay tres tipos de respuesta inmune de los linfocitos T cooperadores: la
respuesta inmune Thl, la Th2 y recientemente descrita Thl7. En condiciones

normales una infeccién por VSR es resuelta mediante la respuesta inmune Thl que
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se caracteriza por la produccion de interferon gamma (IFN-Y), factor de necrosis
tumoral beta (TNF-B), interleucina-12 (IL-12), inmunoglobulina G2a (IgG2a) y
linfocitos T CD8+; en conjunto todos estos factores llevan a la produccion de una
respuesta citotdxica contra las células infectadas resolviendo asi la enfermedad
(Corzo y col., 2013).

Por otro lado, la respuesta inmune Th2 se caracteriza por la produccion de
interleucinas 4, 5, 6 (IL-4, IL-5, IL-6), inmunoglobulina E (IgE), inmunoglobulina G1
(IgG1) y linfocitos T CD4+. Este tipo de respuesta se ve exacerbada en pacientes
de alto riesgo (inmunosuprimidos, menores de 6 meses y ancianos) que presentan
la infeccion por VSR, lo cual conlleva a una enfermedad mas severa en la que se
presenta eosinofilia y la produccién de gran cantidad de moco que tapona las vias
respiratorias (Openshaw y Tregoning, 2005).

Estudios en animales han demostrado que la proteina F del VSR genera
predominantemente una respuesta inmune Th1l mientras que la proteina G del VSR
genera preferencialmente una respuesta Th2, aunque sigue habiendo un debate al

respecto (Rosete y col., 2002; Openshaw y Tregoning, 2005).
2.2.6 Medidas profilacticas y terapéuticas

2.2.6.1 Inmunoprofilaxis pasiva

La Unica medida profilactica disponible actualmente es la administracion de una
version humanizada de un anticuerpo monoclonal contra la proteina F del VSR
(Palivizumab), que protege a los individuos en alto riesgo de desarrollar la infeccion.
Desafortunadamente su utilizacion es costosa (aproximadamente 8,000 pesos/
dosis) y su eficacia podria disminuir si hay aparicibn de nuevas cepas virales

resistentes debido a la naturaleza de los virus ARN (Kimpen, 2002).

2.2.6.2 Péptidos antivirales
Se ha reportado que la proteina F del VSR puede interactuar con una pequefia

GTPasa intracelular denominada Rho A y que los péptidos derivados de Rho A

Benita Ortega Berlanga 8


http://www.ipicyt.edu.mx/

£,

Antecedentes }&&f/

IPICYT

pueden inhibir la replicacién del VSR y de virus para-influenza in vitro (Pastey y col.,
2000; Budge y col., 2004).

La secuencia éptima de este péptido antiviral comprende los amino&cidos 80-
94 de la proteina Rho A (ILMCFSIDSPDSLEN), tiene una carga neta negativa y
requiere la oxidacion de un residuo de cisteina que lleva a la formacién de dimeros
mediante puentes disulfuro para su actividad antiviral (Graham y Budge, 2004).
Trabajos previos han demostrado que los péptidos 80-94 y 77-95 de Rho A son
capaces de inhibir la replicacion del VSR tanto in vitro como in vivo (Graham y
Budge, 2004), basados en esta observacion parece que los péptidos derivados de
Rho A pueden ser capaces de prevenir o reducir la infeccion por el VSR cuando se
administran intranasalmente como terapia o como una medida profilactica. Sin
embargo, aun cuando los péptidos derivados de Rho A mostraran ser una
alternativa segura y efectiva, los costos de la sintesis quimica del péptido y la
purificacion deben ser competitivos con las moléculas que se estan desarrollando

para la misma aplicacion.

2.3 Vacunacion

La vacunacion consiste en la administracion de un microorganismo inactivado o
atenuado o sus antigenos, con el objeto de producir una respuesta inmunolégica
similar a la de la infeccién natural, pero sin peligro para el vacunado. La vacunaciéon
ha permitido prevenir ciertas enfermedades e incluso erradicarlas. La primera
vacuna fue creada en 1796 por Edward Jenner y permitid la erradicacion de la
viruela (Stern y Makel, 2005).

Las dos grandes propiedades que deben reunir las vacunas son la eficacia 'y
la inocuidad, esto es que tenga la capacidad para prevenir la enfermedad sin que

desencadene reacciones adversas (Lopez y col., 2004).

2.3.1 Principales tipos de vacunas

Hay cuatro tipos tradicionales de vacunas:

Inactivadas: Los microorganismos han sido tratados con productos quimicos

o calor y han perdido su patogenicidad. La mayoria de estas vacunas suelen inducir
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inmunidad incompleta o de duracion limitada, por lo que es necesaria mas de una

toma.

Vivas atenuadas: Los microorganismos han sido cultivados expresamente
bajo condiciones en las cuales pierden sus propiedades nocivas. Suelen provocar
una respuesta inmunoloégica mas duradera y son utilizadas frecuentemente pero

pueden revertir.

Toxoides: Son componentes toxicos (toxinas) inactivados procedentes de
microorganismos, en casos donde esos componentes son los responsables de

provocar la enfermedad, en lugar del propio microorganismo.

Subunitarias: Estan compuestas por fragmentos proteicos del

microorganismo los cuales pueden inducir una respuesta inmunoldgica.

2.3.2 Vacunas recombinantes

En la actualidad gracias a la biotecnologia, se han podido desarrollar nuevas
estrategias para el disefio de vacunas. Ejemplo de esto son las técnicas de
manipulacion de ADN que nos permiten tomar un gen foraneo e introducirlo a otro

organismo.

Las vacunas de péptidos recombinantes consisten en tomar del
microorganismo patégeno, un gen o fragmentos de ellos que codifican para
proteinas antigénicas, o epitopos de éstas e introducirlos en sistemas biologicos
tales como bacterias, levaduras o plantas que son usados como biorreactores.
Estas vacunas nos ofrecen grandes ventajas, ya que al poder seleccionar los
epitopos se abarca un mayor rango de proteccion y se disminuyen los efectos

secundarios.
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2.3.2.1 Vacunas contra VSR

Debido a la importancia del VSR como uno de los patégenos principales de las vias
respiratorias bajas, desde su descubrimiento se han realizado varios intentos por
desarrollar una vacuna segura y eficaz. La Tabla 2 resumen las ventajas y

desventajas de los principales tipos de vacunas experimentales que se han

desarrollado desde el inicio de los 60’s hasta la actualidad.

Tabla 2. Principales vacunas experimentales contra VSR

Tipo de Vacuna | Ventajas Desventajas Referencias
Virus inactivado I BIVE G e Chanock y col., 1957
F1-RSV Bajo costo Predisposicion de
agravar la enfermedad
Vacunas de Potencial
subnidades y predisposicion a
péptidos Alto nivel de pureza agravar la enfermedad
(Th2, adyuvante que Prince y col., 2001
F (PFP 1,2,3) Seguras promueve Thl)
G (BBG2Na) Estables Eficacia limitada en
presencia de Rui-Hong y col., 2005
FG anticuerpos maternos
Vacunas Bajo costo . L
atenuadas J Posible reversién a Wt

cp, ts, cpts RSV

Induccién de respuesta
inmune balanceada

Sobre/baja atenuacién

Juhasz y col., 1997

Vectores virales

Anticuerpos
neutralizantes

Inmunidad contra el
propio vector

Tree y col., 2004

Vacunas en
plantas

Bajo costo, bajo riesgo
de contaminacién

No se ha probado
inmunoproteccion
frente al reto

Sandhu y col., 1999

La primera vacuna contra el VSR fue generada a partir de virus inactivados
con formaldehido. Esta vacuna fue administrada en dosis intramusculares a nifios
de 2 meses a 7 afos; sin embargo, no solo fallé6 en proteger sino que se presento

una respuesta exacerbada Th2 que llevo a la muerte de dos nifios. Se sugirié que
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el formaldehido habia alterado selectivamente epitopos protectores localizados

dentro de las proteinas F o G (Chanock y col., 1957).

Por lo anterior la estrategia de construir vacunas inactivadas de VSR se ha
abandonado y en la actualidad se prefiere experimentar con vacunas construidas a
partir de virus vivos atenuados. Sin embargo, su utilidad clinica esta en entredicho,
la formulacion cpts248/404 produjo abundantes secreciones que obstruyeron la
nariz de los lactantes de 1-2 meses de edad (los cuales son los mas necesitados de
proteccion). Ademas, las vacunas de VSR atenuados pueden revertir y han
mostrado replicacion en los nifios en presencia de anticuerpos adquiridos de la

madre durante el embarazo.

Se han realizado también experimentos con vectores virales tales como los
adenovirus, en los cuales se aprovecha su capacidad de replicacion y la ventaja de
que pueden superar la relativa inmadurez del sistema inmune de neonatos alin con
anticuerpos maternos. Se demostro que estos vectores que expresan la proteina F
o G indujeron una inmunidad protectora y anticuerpos neutralizantes en ratones y
ratas del algodon; sin embargo, cuando se probaron en chimpancés no hubo
proteccién. Una de las desventajas de estos vectores es que no son muy seguros
ya que pueden inducir inmunidad contra el vector en si (Tree y col., 2004).

Por otro lado, se ha experimentado con vacunas de subunidades, las cuales
tienen la ventaja de ser seguras, pero es necesario una formulacién con adyuvantes
y via de administracion adecuada. Las glicoproteinas F y G son los principales
blancos para la respuesta inmune contra VSR. Las vacunas PFP-1 y PFP-2
formuladas con hidroxido de aluminio estan en fase I, han demostrado ser
inmunogénicas y seguras en adultos saludables y en nifios mayores de 12 meses;
sin embargo, en algunos casos se ha observado un incremento del dafio histoldgico.
La vacuna BBG2Na esta en fase Ill y consiste en un dominio central conservado de
la proteina G (130-230 a.a.G2Na) fusionado al dominio de union a albumina de la
proteina G estreptococcica (BB). Esta vacuna induce proteccion contra el reto en

ratbn y ratas algodén sin induccién de patologia en el pulmén; sin embargo, la
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duracion de la inmunidad no fue considerada suficiente para prevenir una infeccion

en una estacion endémica de VSR (Rui-Hong y col., 2005).

2.3.3 Plantas usadas como biorreactores

La tecnologia del ADN recombinante fue inicialmente utilizada para expresar
proteinas que fueran dificiles de producir o aislar en sus organismos nativos en
grandes cantidades. La mayoria de las proteinas recombinantes han sido
producidas por “fabricas” biolégicas tradicionales como lo son predominantemente
cultivos celulares microbioldgicos (bacterias o levaduras) o células de mamifero. Sin
embargo, durante las dos ultimas décadas las plantas se han usado como modelo
de estudio para la produccion de proteinas de interés terapéutico asi como para la
produccién de vacunas. Se ha visto que este sistema alternativo para la produccién
de proteinas recombinantes ofrece varias ventajas sobre los sistemas de expresion
tradicionales, como lo son: disminucion de los costos, produccion a gran escala, se
evita la transmisibn de enfermedades presentes en otros sistemas, las
modificaciones post-traduccionales de las proteinas recombinantes permiten la
produccion de proteinas biolégicamente activas lo cual no se da en algunos
sistemas, ademas de que el producto de interés se puede producir en tejidos
comestibles lo que lleva a la entrega del farmaco sin procesamiento adicional como

el caso de las vacunas comestibles (Lico y col., 2008) (Fig. 3).
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Figura 3. Comparacion de costos en diferentes sistemas de expresion de proteinas
heterélogas (Streatfiel y col., 2001).

2.3.4 Vacunas comestibles

La produccién de vacunas comestibles involucra la introduccion de los genes
deseados dentro de las plantas. A grandes rasgos se selecciona el gen de interés
a partir del patdbgeno humano y las proteinas son expresadas con la ayuda de

bacterias o virus que naturalmente infectan a la planta (Fig. 4).

Este tipo de vacunas ofrece mdultiples ventajas como reducir el costo por
produccion, purificacién, almacenamiento y transporte; ademas permiten evitar el

uso de jeringas estériles (Daniell y col., 2001).

Las vacunas comestibles tienen la capacidad de activar la inmunidad
sistémica como la de mucosas al entrar en contacto directo con el tracto digestivo,
lo cual provee la primera linea de defensa contra patdogenos que invaden las

mucosas (Lal y col., 2007).

Idealmente estas vacunas deben producirse en vegetales que se coman crudos, ya
que el antigeno expresado en tejidos que requieran coccion podria degradarse
parcial o totalmente, ademas debe tenerse en cuenta que el sistema vegetal a elegir

no produzca compuestos toxicos naturalmente.
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Figura 4. Esquematizacién a grandes rasgos de la produccion de una vacuna comestible.
Tomado de Lal y col., 2007.

2.3.5 Vacunas en plantas contra VSR

Dadas las ventajas que ofrecen las plantas como sistema de expresion, se han
realizado varios intentos de produccion de vacunas contra el VSR. En la mayoria de
ellos han sido expresadas las proteinas F o G del virus sin optimizar su uso de
codones; los vegetales utilizados para este fin incluyen tabaco, tomate y

protoplastos de manzana.

Sandhu y col. (1999; 2000), lograron expresar el gen de la proteina F en
protoplastos de hoja de manzana y en jitomate, comprobando la generacion de
anticuerpos protectores. Por otro lado, Belanger y col. (2000) expresaron el gen de
la proteina G en tabaco, el cual demostré ser inmunogénico e inmunoprotector en
ratones; sin embargo, no reportaron datos sobre el balance de la respuesta
inmunoldgica Th1/Th2 lo cual es importante conocer dados los antecedentes de la

vacuna inactivada.
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Considerando los resultados obtenidos en los diferentes intentos de
desarrollo de vacunas contra el VSR y las recomendaciones por comunicacion
personal del Dr. Piedra quien es profesor del Departamento de Virologia Molecular
y Microbiologia del Baylor College of Medicine de Houston Texas, con experiencia
en enfermedades respiratorias, se debe tomar en cuenta diferentes epitopos tanto
de la proteina F como de la G, por lo que consideramos desarrollar una vacuna de
subunidades que contenga dichos epitopos para obtener una vacuna comestible
inmunogénica e inmunoprotectora, ademas de que promueva un adecuado balance

entre las respuestas inmunolégicas Th1/Th2.

2.4 Estrategias utilizadas para mejorar la produccion de proteinas
recombinantes en plantas

A pesar de las ventajas que ofrecen las plantas sobre otros sistemas de expresion,
una de sus principales limitaciones es la baja cantidad de proteina que se obtiene
(0.01%-2% de la proteina soluble total-PST) (Lal y col., 2007).

Para superar esta dificultad algunas de las técnicas que se han utilizado son:
la optimizacién de la secuencia codificante de los genes fordneos (ya sean de
bacterias o virus) para que al adecuar el uso de codones de plantas, puedan ser
expresados mas eficientemente (Lal y col., 2007); la utilizacion de promotores
constitutivos como el 35S del virus del mosaico de la coliflor (Tyagi, 2001); el afiadir
en el extremo 5’ del gen una secuencia UTR con la finalidad de proteger al ARN
mensajero de su degradacion; y la utilizacion de una sefial de retencién para el
reticulo endoplasmico (SEKDEL) en el extremo 3’ que incrementa la acumulacion
de las proteinas antigénicas en las células vegetales (Rigano y Walmsley, 2005).

Ademas de lo anterior se han realizado técnicas de expresion de la proteina
heter6loga en cloroplastos y la expresion de genes foraneos mediante vectores
virales; ambas técnicas han mostrado una mayor produccion de PTS (Lal y col.,
2007).

Para el desarrollo de proteinas recombinantes efectivas, usualmente los
antigenos blanco son fusionados o conjugados a moléculas acarreadoras para

incrementar los niveles de expresion, dar estabilidad y/o incrementar la
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inmunogenicidad. Por ejemplo para obtener vacunas efectivas contra Haemophilus
influenza B, Neisseria meningitidis y Streptococcus pneumoniae, los polisacaridos
blanco fueron covalentemente unidos a moléculas acarreadoras (Vella y col., 1992;
Buttery y col., 2000; Jacobson y col., 2002).

Un ejemplo de estas moléculas acarreadoras es la liguenasa (LicKM) la cual
estd basada en la enzima termoestable B-1,3-1,4-glucanasa proveniente de
Clostridum thermocellum, esta molécula fue desarrollada por la empresa Fraunhofer
CMB, USA y permite fusiones con moléculas que varian en tamafio desde pequefios
péptidos a proteinas de hasta 100 kDa de longitud (Musiychuk y col., 2007). El uso
de LicKM como una molécula portadora contribuye ventajas adicionales, incluyendo
el potencial aumento de la expresién y la incorporacion de multiples determinantes

de la vacuna (Musiychuk y col., 2007).

Por otra parte la cubierta viral (CP) de algunos virus se ha utilizado también
como molécula acarreadora gracias a su potencial de fusionar péptidos a ella,

facilitando la produccién, purificacion y la inmunogenicidad (Yusibov y col., 2002).
2.5 Transformacion genética de plantas

2.5.1 Agrobacterium tumefaciens

Agrobacterium tumefaciens es una bacteria natural del suelo, Gram negativa, que
tiene la capacidad de infectar principalmente plantas dicotiledéneas y causar un
tumores en ellas. Esto es debido a la habilidad de la bacteria para introducir
informacion genética dentro del genoma de la planta; dicha informacion codifica
para la sintesis de auxinas y citocininas necesarias para el crecimiento tumoral
(formado por la bacteria) y para la supervivencia de la bacteria. La informacion
transferida (T-DNA) se encuentra dentro de un plasmido denominado Ti (plasmido
inductor de tumor) el cual esta flanqueado por dos regiones de 25pb, llamados
bordes derecho e izquierdo, que son indispensables para su transferencia. Ademas
el plasmido Ti contiene genes de virulencia (genes vir) localizados en una region de
35 Kb, los cuales son necesarios para el procesamiento y la transferencia del T-

DNA, ya que codifican para funciones de corte, extension, transferencia e
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integracion del T-DNA en el genoma de la célula receptora (Arguello-Astorga y
Herrera-Estrella; 1994).

Naturalmente el proceso de infeccion ocurre de la siguiente manera: cuando
la planta sufre una herida se generan compuestos fendlicos, principalmente
acetosiringona, la cual es percibida por la proteina VirA que se encuentra en la
membrana de la bacteria; cuando la acetosiringona se una a VirA se dispara una
cascada de sefializacidon que activa a los demas genes vir y que da como resultado
la transferencia e integracion del T-DNA en el genoma de la planta (Zupan y
Zambryski, 1995) (Fig. 5).

Para aprovechar la capacidad natural de Agrobacterium de introducir material
genético dentro del genoma de la planta, se han construido vectores binarios, donde
por una lado se tiene un vector pequefio el cual contiene un sitio multiple de
clonacién en el cual se puede introducir el ADN de interés, mientras que por otra
parte este vector mantiene los bordes derecho e izquierdo necesarios para su
transferencia y un marcador de resistencia que permite realizar la seleccién en E.
coli. Por otra parte, el plasmido Ti de Agrobacterium se modificd, deletandole el T-
DNA y se dejaron los genes vir necesarios para la transferencia e integracioén del
ADN foraneo (Fig. 6).

Estos vectores binarios ofrecen varias ventajas: estan desarmados y por lo
tanto no pueden causar tumores en las plantas, son pequefios y faciles de manejar
en el laboratorio y ademas pueden propagarse facilmente en E. coli (Mary-Dell
Chilton., 2001).
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| Agrobacterivom tumefaciens Célula vegetal

Figura 5. Transferencia de genes por Agrobacterium tumefaciens a células vegetales.
Tomado de Zupan y Zambryski, 1995.
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+ — E— \ Primer Paso. EI ADN de
interés (verde) es clonado
dentro del primer vector y
propagado en E. coli.

Segundo  Paso. El
plasmido con el ADN de

interés es introducido
dentro de una cepa de + @ — /)
Agrobacterium la cual \ \_ O

contiene el plasmido Ti
con los genes vir.

Tercer Paso. Con la cepa de
Agrobacterium se infectan piezas pequefias

— de la hoja de la planta en un medio con

(O O> ’ reguladores de crecimiento y finalmente

— —_— — \ mediante distintas rondas de seleccién en

+ , un medio con antibiotico, o algin otro

\ compuesto selectivo, se regenera una

E_-—-:‘i-:; '-J'_-—-__EI planta completa con el transgén de interés.
— I

Figura 6. Diagrama de la transformacion mediada por Agrobacterium usando vectores
binarios.

Las plantas que han sido transformadas con agrobacterias muestran
trasformacién estable, lo cual significa que la nueva informacién introducida a la

planta se hereda en las siguientes generaciones (Kaprowski y Yusibov, 2001).
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2.5.2 Vectores virales

A pesar de que el método de transformacién con Agrobacterium es eficiente y la
transformacion es estable, la cantidad de proteina heterdloga expresada es baja 'y
se requieren tiempos largos para poder obtener una planta transformada

genéticamente.

Un método de transformacién que mejora considerablemente este punto, es
la transformacion mediada por vectores virales, sin embargo, la inestabilidad

potencial de estos vectores es una limitante.

Para manejar este punto Musiychuk y col., 2007, desarrollaron un sistema de
expresion basado en un “vector lanzadera”, el pBID4 (Fig. 7), el cual consta de dos

componentes principales, un plasmido binario, el pBI121 y un vector de expresion

viral.
4 TMV >
LB > > S RB
\_Dm
,mmﬂl:l—‘ 126/183k ‘ MP RN \
/ 358 Target Nos \

{ \
( terminator \

Figura 7. Representacion esquematica del vector lanzadera pBIDA4.

El vector contiene el promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor y el terminador nos
de la nopalina sintasa. El genoma del virus del mosaico del tabaco (126/183k) contiene
genes para la replicacion viral, la proteina de movimiento (MP) y el gen blanco clonado en
un sitio Unico de clonacién bajo el control transcripcional del promotor subgenémico de la
proteina de la capside (flecha). Las secuencias del borde izquierdo y derecho (LB y RB) del
plasmido binario de Agrobacterium delimitan la regién del vector lanzadera que es
transferido dentro de las células de la planta después de la infiltracion.

El vector lanzadera es entregado a los espacios intercelulares de los tejidos
de la planta por agroinfiltracion, seguido de esto, multiples copias de DNAss de las
secuencias del vector viral son entregadas dentro de las células vegetales en
cuestion de minutos. Las secuencias virales introducidas que contienen los genes

blancos son después amplificadas mediante replicacion. La traduccion de estos
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MRNASs recombinantes tipicamente resulta en la acumulacion de 100mg de la
proteina blanco por kilogramo de tejido de la planta en menos de una semana
(Musiychuk y col., 2007).

2.6 Plantas utilizadas y sus caracteristicas

2.6.1 Tabaco
Nicotiana tabacum es una planta dicotiledonea, pertenece a la familia de las
solanaceas las cuales se caracterizan por tener un alto contenido de alcaloides,

entre los que destacan la nicotina (Claridades Agropecuarias, 2001).

Las hojas de tabaco son atractivas para expresar proteinas heterélogas, ya
que éstas pueden recolectarse antes de la floracion lo cual reduce el riesgo
potencial de liberar el transgén al medio ambiente a través del polen; ademas, a
diferencia de las semillas o tubérculos; las hojas de tabaco no persisten en el
ambiente (Patel y col., 2007)

El tabaco es un buen modelo para la evaluacion de proteinas recombinantes,
ya que su transformacion genética es relativamente facil y tiene una rapida
regeneracion in vitro; sin embargo, no puede utilizarse como una planta para
producir vacunas comestibles, ya que produce algunos compuestos toxicos como

alcaloides (Lal y col., 2007).

Este modelo sirve como prueba de concepto para evaluar la funcionalidad de
las proteinas ahi expresadas, antes de realizar las transformaciones estables en las

plantas apropiadas que por lo general llevan un proceso lento de regeneracion.

2.6.2 Lechuga

Lactuca sativa es una planta dicotileddnea, pertenece a la familia de las compuestas
y hay cerca de 100 especies distribuidas alrededor del mundo (Davey y col., 2002).
El cultivo de lechuga es comercialmente importante a nivel mundial, en Estados
Unidos se le considera el cuarto vegetal mas consumido después del tomate, la

naranja y la papa (Claridades Agropecuarias, 1999).
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Las hojas de la lechuga son consumidas crudas por los humanos, lo cual la
hace un excelente modelo para la produccion de vacunas comestibles; ademas es
de r4pido desarrollo, produce gran biomasa y su transformacion genética es
relativamente facil (Lal y col., 2007)
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3. Justificacion

A pesar de que las vacunas recombinantes surgen como una alternativa promisoria
para prevenir la infeccion por VSR y de que algunos péptidos antivirales como RhoA
han demostrado su eficacia in vivo como agentes antivirales, el costo en la
produccion y purificacion de estos debe ser competitivo con los anticuerpos
monoclonales (mAbs) o con las pequefias moléculas que estan siendo

desarrolladas para la misma aplicacion.

Una alternativa factible para la produccion de proteinas recombinantes, incluyendo
vacunas de subnidades, mAbs y proteinas terapéuticas, a bajo costo, es el uso de
plantas como sistemas de expresion el cual ha sido adoptado por varias empresas

en los ultimos afos (Ribicky y col., 2010).

En este trabajo nosotros disefiamos una vacuna de subunidades y un péptido
antiviral (RhoA) y los expresamos genéticamente en plantas de tabaco, como un

primer paso en el desarrollo de biofarmacos a un bajo costo contra el vsr.
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4. Objetivos

4.1 Objetivos generales
Diseflar y expresar genes sintéticos que codifiquen epitopos antigénicos de
proteinas relevantes del VSR en plantas de lechuga y tabaco, para posteriormente
analizar el tipo de respuesta inmune producida por éstos.

Disefiar y expresar mediante transformacion transitoria el péptido antiviral

Rho A en plantas de tabaco y probar su actividad antiviral in vitro.

4.2 Objetivos especificos
e Clonar los genes sintéticos antigénicos y antivirales, en los vectores
adecuados para la transformacion nuclear y transitoria de plantas.
e Sintetizar el péptido Rho A mediante PCR de fusion.
e Transformar nuclearmente plantas de lechuga y tabaco con las

construcciones generadas.

e Transformar transitoriamente plantas de tabaco con las construcciones

generadas.

e Analizar las transformantes de lechuga y tabaco mediante PCR y Western
Blot.

e Evaluar la actividad antiviral in vitro del péptido Rho A.
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5. Material y equipo

5.1. Bioldgico

Tabla 3. Material biolégico utilizado

Nombre

Agrobacterium  tumefaciens  cepa
LBA4404

Agrobacterium  tumefaciens  cepa
GV3101

Escherichia coli Top 10 F’

Semillas de tabaco (Nicotiana

benthamiana)

Semillas de tabaco (Nicotiana

tabacum) SR1 variedad Petite Havana

Semillas de tabaco (Nicotiana

tabacum) sin nicotina

Benita Ortega Berlanga

Proveedor

Cepario del Dr. Cress

Donadas por el Dr. Korban de la Universidad de
lllinois en Urbana-Champaign, USA.

Fraunhofer CMB, Delaware, USA.

Donada por el Dr. Argiello-Astorga del Instituto
Potosino de Investigacion Cientifica y Tecnoldgica.

Fraunhofer CMB, Delaware, USA.

Donadas por el Dr. Korban de la Universidad de

lllinois en Urbana-Champaign, USA.

Donadas por la Dra. Menassa de Ontario, Canada.
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5.2. Vectores

Tabla 4. Vectores utilizados

Plasmido

pGEM-T
Easy

pGA4
pMK

pBI-121

pKCZ

pGreenD4

Magnifection
pICH11599
pICH10990
pICH7410

pICH14011

Caracteristicas

Vector de clonacién

Vector de clonacion
Vector de clonacion

Vector binario que incluye un cassette de
expresion con el promotor 35S completo del
virus del mosaico de la coliflor, fusionado al

gen gusA 'y al terminador NOS

Vector para la transformacion de
cloroplastos de tabaco. Contiene sitios para
recombinacion entre los genes trnR-ACG y
trnN-GUU, en la region de repetidos
invertidos (IR), incluye un cassette de
expresion del gen aadA bajo el promotor Prrn
y el terminador rbcL3’.

Vector para la transformacion transitoria de

tabaco

Vectores para la transformacion transitoria
de plantas de tabaco. Agrupados en tres
moédulos, el moédulo 3 (pICH11599,
pICH10990, pICH7410) utilizados para
clonar el gen de interés; el modulo 5
(pICH7388, pICH17610, pICH17620)

contienen la replicasa viral y sefiales de
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Promega, USA

Cepario Laboratorio Dr. Alpuche
Cepario Laboratorio Dr. Alpuche

Cepario del Dr. Cress

Donado por el Dr. Koop del
Instituto de Botanica de la
Universidad de Munich,
Alemania, mediante el Dr.
Korban de la Universidad de
lllinois en Urbana Champaign,
U.S.A.

Fraunhofer, Delaware, USA.

Donados por el Dr. Gleba de la
compaiiia ICON GENETICS
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pICH17388

direcciéon de la proteina; y el médulo de la

integrasa (pICH7410) contiene a la enzima

pICH17610 |
integrasa.

pICH17620

5.3. Reactivos

Tabla 5. Reactivos utilizados.

Reactivo

Acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D)
Acido bérico

Acido molibdico

Acido naftalenacético (ANA)

Acido nicotinico

Acetato de potasio

Acido clorhidrico

Acido fosforico

Agar grado bacteriolégico
Agar grado micropropagacion
Agarosa

Albumina de suero bovino

Alcohol isoamilico

Benita Ortega Berlanga

Proveedor

Phyto Tecnology Lab., USA
Sigma Chemical Co., USA
Sigma Chemical Co., USA
Sigma Chemical Co., USA
Sigma Chemical Co., USA
Sigma Chemical Co., USA

Industrial Kem de Leétn S.A. de C.V.,

México

J.T. Baker, USA

Invitrogen, USA

Phyto Tecnology Lab., USA
Promega, USA

Sigma Chemical Co., USA

Industrial Kem de Leén S.A. de C.V.,

México
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Anticuerpo conjugado con

alcalina

Anticuerpo policlonal anti-FVSR
Antigeno purificado VSR
Azul de Coomassie
Bencilaminopurina
Bicarbonato de sodio
Bromuro de etidio

Buffer de reaccion para PCR
Carbonato de sodio
Caseina

Cefotaxima

Cinetina

Cloroformo

Cloruro de calcio

Cloruro de cobalto

Cloruro de magnesio
Cloruro de sodio
Desoxinucledtidos trifosfato
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP)

Dodecil sulfato de sodio (SDS)

Benita Ortega Berlanga

fosfatasa | Sigma Chemical Co., USA

Serotec, USA

Serotec, USA

Sigma Chemical Co., USA
Sigma Chemical Co., USA
J.T. Baker, USA

Promega, USA

New England Biolabs, USA
Sigma Chemical Co., USA
Phyto Tecnology Lab., USA
Laboratorios Kendrick, México
Phyto Tecnology Lab., USA

Industrial Kem de Leétn S.A. de C.V.,

México

Riedel de Haen, USA
PhytoTechnology Lab., USA
Promega, USA

J.T. Baker, USA

Promega, USA

USB, USA
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EDTA
Enzimas de restricciéon

(BamHI, EcoRI, Ncol, Sacl, Smal, Xbal,
Xhol)

Etanol

Extracto de levadura

Fenol

Fosfato de potasio

Fosfato de sodio

Fosfato monobasico de potasio
Glicerol

Glicina

HEPES

Hidroxido de sodio

Hipoclorito de sodio

Isopropanol

Kanamicina

Kit de ADN de

fragmentos de agarosa

para purificacion

Kit Pico Green

Benita Ortega Berlanga

Phyto Technology Lab., USA

New England Biolabs, USA

Industrial Kem de Leon S.A. de C.V.,

Meéxico

Fluka, USA

Invitrogen, USA

J.T. Baker, USA

Sigma Chemical Co., USA
J.T. Baker, USA

Sigma Chemical Co., USA
Riedel de Haen, USA
USB, USA

Industrial Kem de Leétn S.A. de C.V.,

México
Cloralex, México

Industrial Kem de Leétn S.A. de C.V.,

México
GIBCO BRL, USA

Qiagen, USA

Sigma Chemical Co., USA
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Leche descremada
Leupeptina

Manitol

Marcador de ADN de 1 kb
Marcador de ADN de 100 pb
Microdin

Myoinositol

Nitrato de amonio

Nitrato de potasio
Oligonucleotidos
Piridoxina

PMSF

p-Nitro fenil fosfato
RNAsa

Rifampicina

Sacarosa

Sulfato de cobre

Sulfato de magnesio
Sulfato de manganeso
Sulfato de zinc

Sulfato ferroso

Benita Ortega Berlanga

Svelty, Nestle, USA

Sigma Chemical Co., USA
Sigma Chemical Co.,USA
New England Biolabs, USA
New England Biolabs, USA
Laboratorio Lacami S.A. de C.V., México
Phyto Tecnology Lab., USA
Sigma Chemical Co., USA
Riedel de Haen, USA
Invitrogen, USA

Sigma Chemical Co., USA
Sigma Chemical Co., USA
Sigma Chemical Co., USA
Roche, USA

Mavi Farmaceutica Lab
Phyto Tecnology Lab., USA
Phyto Tecnology Lab., USA
Sigma Chemical Co., USA
Sigma Chemical Co., USA
Phyto Tecnology Lab., USA

Sigma Chemical Co., USA
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T4 ADN Ligasa New England Biolabs, USA

Tag ADN Polimerasa casera Sintetizada en el laboratorio a partir de

una cepa de E. coli

Taqg ADN Polimerasa (pfx) Invitrogen, USA
Terrazole Uniroyal Chemical Co., USA
Tiamina Phyto Tecnology Lab., USA
Sustrato Cosmopeat COSMOCEL, México
Tris base Promega, USA
Tween 20 Sigma Chemical Co., USA
Yoduro de potasio Riedel de Haen, USA

5.4 Equipo

Agitador orbital de mesa con plataforma Daigger modelo MX2139E
Autoclave eléctrica Sterilmatic modelo STM-E tipo C

Balanza analitica eléctrica Scientech modelo SA210D

Balanza granataria Ohaus modelo 1400

Bafio Maria digital Fisher Scientific modelo Isotemp 1025

Bomba de vacio Felisa modelo FE 1402

Camara bioclimatica Lumistell modelo Mac-510

Camara de electroforesis horizontal BIO-RAD modelo minisub-cell GT
Camara fotogréafica Sony Cyber Shot modelo DSCF717

Campana de extraccion de humos Fisher Alder modelo CS linea 2000
Campana de flujo laminar Fisher Alder

Campana de flujo laminar Lumistell modelo L-120

Campana de flujo laminar Lumistell modelo LP-09

Centrifuga refrigerada Kendro modelo Hareus Biofuge fresco
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e Centrifuga Sorvall modelo RC 5C Plus

e Congelador Nieto modelo CVC15

e Cuarto de incubacion de cultivos vegetales Lumistell

e Electroporador BTX modelo ECM 630

e Espectrofotdmetro Beckman modelo DU 530

e Fluorébmetro TECAN modelo Genios

e Fotodocumentador de geles UVP modelo EpiChemi3 Darkroom
e Fuente de poder Termo EC modelo EC105

e Homogenizador de tejidos Wheaton modelo 903475

¢ Horno de microondas LG modelo MS-217XQE

e Incubadora shaker New Brunswick Scientific modelo 12400
e Lector de microplacas BIO-RAD modelo 550

¢ Microcentrifuga Eppendorff modelo mini Spin

e Micropipetas Gilson

e Pistola de biobalistica Bio-Rad PDS-1000/He biolistic
¢ Placa de calentamiento Corning modelo PC420

e Potencibmetro Orion 3 Star Termo Electro Corporation
e Refrigerador Torrey modelo R-14

e Tanque de Helio comprimido Praxair

e Termociclador Techne modelo Touchene Gradient

e Termociclador DNA Engine Bio Rad

e Termomezclador R Eppendorff modelo 22331

e Ultracongelador Nuaire modelo UN-6613A35

e Vortex Fischer Scientific modelo Genie — 2
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6. Metodologia

6.1 Disefio del gen sintético para los epitopos de las proteinas F y G del VSR.
Previamente en el trabajo de maestria (Ortega-Berlanga 2009) se disefié un gen
sintético para transformacion genética nuclear, optimizado para el uso de codones
en plantas, este gen comprende una fusion de epitopos de las proteinas F, Gy M
del VSR, (VSRn).

Las regiones seleccionadas fueron las siguientes: de la proteina F del VSR
se eligieron las secuencias de aminoacidos 205-223 y 255-278 ya que se tiene
reportado que son epitopos de las células T ademas de ser inmunogénicas
(Bourgeois y col., 1998; Hyoung y col., 2006). Por otra parte se eligio la proteina de
fusion (G1F/M2). Esta proteina consta de un fragmento de la proteina G del VSR
(G:125-225 aminoécidos) fusionado a la proteina quimera (F/M2), que a su vez se
conforma por un fragmento de la proteina F del virus de sarampion (F:113-131
aminoacidos) unida a un segmento de la proteina M del VSR (M:81-95
aminoacidos). La fusibn G1F/M2 ha demostrado inducir produccién de anticuerpos
neutralizantes, proliferacion de células T y un balance adecuado entre la respuesta
inmune Th1/Th2 (Zengy col., 2006).

Los espaciadores utilizados que exponen epitopos lineales, son los
reportados en el articulo de Livingston y col. (2002), que son ricos en glicina y prolina
(GPGPG).

A la construccion se le anadio en el extremo 5’ una etiqueta de histidinas con
la finalidad de permitir la purificacion de la proteina recombinante y también se
afiadi6 un sitio de proteasa del virus Tobacco Etch Virus (TEV) que permite eliminar

la etiqueta una vez que se ha sido purificada la proteina.

Por ultimo se afiadid una sefal de retencion al reticulo endoplasmico
(SEKDEL) y sitios de restricciéon para su clonacion en el vector binario pBI121 (Fig.
8).
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His 113" G1F/M SR

Figura 8. Gen sintético para transformacién nuclear.
His, histidinas; TEV, sitio de proteasa; F1 y F2, epitopos del gen F; G1F/M, proteina de
fusion; L, espaciador; SR, sefial de retencion en el reticulo endoplasmico. Se muestran
sitios de restriccion.

6.1.2 Disefio de genes sintéticos con actividad antiviral

El disefio, expresion y evaluacion del péptido antiviral Rho A se realiz6 en
Fraunhofer CMB, DE, USA, bajo la supervision de Yoko Shoji y Konstantine
Musiychuk.

La secuencia del péptido antiviral que abarca los aminoacidos 80-94
(ILMCFSIDSPDSLEN) de la proteina RhoA (NP_001655.1) fue optimizada para su
expresion en plantas y sintetizada por PCR de fusion. Dado el pequefio tamafio del
péptido antiviral y con el fin de facilitar la dimerizacién del mismo, se siguieron tres
estrategias diferentes: en la primera se disefiaron tres construcciones en las cuales
se mantuvo al péptido solo (Fig. 9), en la segunda se disefiaron construcciones
fusionadas a AIMV CP (Fig. 10), en la tercera las construcciones fueron fusionadas
a liguenasa (LicKM) (Fig. 11). Las dos Ultimas estrategias se siguieron con la
finalidad de mejorar la expresion y la eficacia de la purificacion, (Musiychuk y col.,
2007). El péptido RhoA fue dispuesto en tandem o en tandem con un espaciador
flexible (GGGGSGGGGS) para facilitar la dimerizacién del mismo, ya que su
actividad antiviral es dependiente de la formacion de puentes disulfuro (Graham y
Budge, 2004). Para la fusién LicKM, el péptido RhoA se fusiond al extremo C-
terminal de LicKM, y se adiciond un péptido sefial de la proteina relacionada con la
patogénesis-la (PR-1a) en el extremo N-terminal, y una sefial de retencién (KDEL)
al reticulo endoplasmico (ER) y una etiqueta de histidinas (6xHis) en el extremo C-

terminal.

Para la ultima estrategia se fusiono el péptido RhoA al extremo N- terminal
de AIMV CP sin las secuencias de PR-1a, KDEL y 6xHis.
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b)

c)

d)

b) | PR | His-tag

C) PR | His-tag

His-tag | Flag || RhoA | KDEL

Flag | RhoA | RhoA

Flag | RhoA | FL | Rh

KDEL

oA | KDEL

Figura 9. Construcciones genéticas correspondientes a la primera estrategia.

PR, péptido sefial; His-tag, etiqueta de histidinas; Flag, sitio de corte de enteroquinasa;
RhoA, péptido antiviral que comprende los aminoacidos 80-94 de la proteina RhoA; FL,
espaciador; KDEL, sefal de retencién al reticulo endoplasmico.

a) | PR | RhoA | RhoA | Flag lichenase His-tag | KDEL

PR | RhoA | FL | RhoA | Flag lichenase His-tag | KDEL
PR lichenase IFIag RhoA | RhoA | His-tag | KDEL
PR lichenase | Flag | Rhoa || FL | RhoA | His-tag | KDEL

Figura 10. Construcciones genéticas correspondientes a las fusiones a liquenasa LicKM.
PR, péptido sefial; lichenase, liguenasa; His-tag, etiqueta de histidinas; Flag, sitio de corte
de enteroquinasa; RhoA, péptido antiviral que comprende los aminoacidos 80-94 de la
proteina RhoA; FL, espaciador; KDEL, sefal de retencion al reticulo endoplasmico.
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a) RhoA | RhoA AIMV CP
b) | RhoA | FL| RhoA | AIMV CP
¢) | PR Rhoa | Rhoa AIMV CP
d) | PR |Rhoa || FL| Rhoa AIMV CP

Figura 11. Construcciones genéticas correspondientes a las fusiones a AIMV CP.
PR, péptido sefal; RhoA, péptido antiviral que comprende los aminoacidos 80-94 de la
proteina RhoA; FL, espaciador; AIMV CP, proteina de la capside del virus del mosaico de
la alfalfa.

6.2 Construcciones genéticas

6.2.1 Construccion genética para transformacién nuclear

La construccion genética para transformacion nuclear fue obtenida durante la
maestria, para ello el gen disefiado sintetizado por la compafiia GenScript en EUA
fue clonado en el vector pBI-121 mediante los sitios de restriccion Ncol y Sacl. La

construccion resultante fue llamada pBI-VSRn.

La identidad de cada una de las construcciones genéticas fue comprobada
por secuenciacion y un stock de cada una de ellas fue almacenado a -80°C.

6.2.2 Construcciones genéticas para transformacion transitoria

Todas las construcciones genéticas para transformacion transitoria fueron
obtenidas mediante PCR de fusién, un par de oligos para cada construccion fue
disefiado mediante el programa BioEdit, los cuales tenian como caracteristica
principal que se empalmaban entre ellos en un segmento de entre 20-30
nucleotidos, ademas los sitios de restriccion Pacl y Xhol fueron afiadidos con la
finalidad de realizar las clonaciones correctas en el vector PGR-D4. La Figura 12

muestra la estrategia y el programa de PCR de fusion utilizado.
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Las secuencias resultantes fueron clonadas en el vector de expresion PGR-
D4, obteniéndose las siguientes construcciones: PR-HF-RhoA-K, PR-HF-RhoA2-K,
PR-HF-RhoA2-FL-K, PR-RhoA2-F-4-HK, PR-RhoA2-FL-F-4-HK, PR-RhoA2-F-3-
HK, PR-RhoA2-FL-F-3-HK, RhoA2-d25CP, RhoA2-FL-d25CP, PR-RhoA2-d25CP,
PR-RhoA2-FL-d25CP.

La identidad de cada una de las construcciones genéticas fue comprobada

por secuenciacion y un stock de cada una de ellas fue almacenado a -80°C.

a) PR || His-tag || Flag |RhoA | KDEL

pacm

Xho |

94°C...30segundos...Desnaturalizacion inicial

94°C...4segundos

b) 56°C...20segundos } 4 ciclos
72°C...30segundos
72°C...5minutos......... Extension final

Figura 12. Identidad de las construcciones genéticas.
a) Representacion esquematica de los oligos disefiados para la PCR de fusion. b) Programa
de PCR de fusién utilizado para el disefio de cada una de las construcciones genéticas de
transformacion transitoria.

6.3 Transformacién de Agrobacterium tumefaciens con la construccion para
transformacion nuclear.

La construccion para transformacion nuclear fue clonada previamente en células E.
coli mediante choque térmico (Apéndice 8.1). Para transferir la construccion pBI-
VSRn a Agrobacterium tumefaciens, se empled la técnica de electroporaciéon. Se
prepararon células competentes de la cepa LBA4404 de Agrobacterium
tumefaciens, de acuerdo al protocolo de Cangelosiy col. (1991) (ver Apéndice 8.2).
Se agregaron 3.0 pL de ADN a 50 pL de células competentes y después de incubar

en hielo por 5 minutos se transfirieron a una cubeta de electroporacion Bio-Rad para
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aplicar corriente bajo los parametros establecidos por el proveedor Bio-Rad (25uF,
400 Q, 2.5 kV por 8-9 milisegundos) en un equipo BTX Mod. 630. Inmediatamente
se afadi6 1.0 mL de medio de cultivo YM (Apéndice 8.4.13), se transfirio la solucion
a un tubo Eppendorff de 1.5 mL y las células se recuperaron a 28°C por dos horas.
Finalmente se centrifug6 a 12,000 rpm por 2 minutos, la pastilla se resuspendié en
200 pl de medio de cultivo LB (Apéndice 8.4.14) y se inocul6 en medio de seleccién
(LB con 50 mg/L de kanamicina) para su cultivo por 2 dias a 28°C y 150 rpm. Sélo
las bacterias transformadas se desarrollan en el medio de seleccion, debido a que

el plasmido transferido confiere resistencia a kanamicina.

6.4 Transformacion de Agrobacterium tumefaciens con las construcciones
para transformacion transitoria

Para transferir las construcciones genéticas (PR-HF-RhoA-K, PR-HF-RhoA2-K, PR-
HF-RhoA2-FL-K, PR-RhoA2-F-4-HK, PR-RhoA2-FL-F-4-HK, PR-RhoA2-F-3-HK,
PR-RhoA2-FL-F-3-HK, RhoA2-d25CP, RhoA2-FL-d25CP, PR-RhoA2-d25CP, PR-
RhoA2-FL-d25CP) se emple0 la técnica de electroporacion. Se agregaron 3.0 uL de
ADN a 50uL de células competentes de Agrobacterium tumefaciens GV3101 y
después de incubar en hielo por 5 minutos se transfirieron a una cubeta de
electroporacion Bio-Rad para aplicar corriente bajo los parametros establecidos por
el proveedor Bio-Rad (25 pF, 400 Q, 2.5 kV por 8-9 milisegundos) en un equipo BTX
Mod. 630. Inmediatamente se afiadid 1.0 mL de medio de cultivo YM (Apéndice
8.4.13), se transfirio la solucion a un tubo Eppendorff de 1.5 mL y las células se
recuperaron a 28°C por dos horas. Finalmente se centrifugdé a 12,000 rpm por 2
minutos, la pastilla se resuspendié en 200 uL de medio de cultivo LB (Apéndice
8.4.14) y se inoculd en medio de seleccion (LB con 50 mg/L de kanamicina) para su
cultivo por 2 dias a 28°C y 150 rpm. Solo las bacterias transformadas se desarrollan
en el medio de seleccion, debido a que el plasmido transferido confiere resistencia

a kanamicina (Apéndice 8.4.6).
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6.5 Protocolos de regeneracion

6.5.1 Tabaco

El protocolo de regeneracion para tabaco estd bien establecido en nuestro
laboratorio y es el descrito por Daniell y col. (2001), en el cual se utiliza como
explante inicial hojas jovenes y como medio de regeneracion RMOP (Apéndice
8.4.12).

6.6 Obtencion de los explantes
6.6.1 Tabaco

6.6.1.1 Obtencién de hojas jovenes

Se esterilizaron semillas de tabaco y se colocaron de dos a tres en frascos con
medio de cultivo (Apéndice 8.4.11) RMOP (Apéndice 8.4.12), después de 4
semanas se obtuvieron plantulas con suficientes hojas jévenes las cuales fueron

utilizadas para los ensayos de regeneracion y transformacion genética.
6.7. Ensayos de transformacién genética nuclear via A. tumefaciens

6.7.1. Tabaco

Se utilizaron 3 hojas de cuatro semanas, éstas se cortaron en fragmentos de 0.5 x
1.0 cm sobre papel filtro estéril y se colocaron en medio MSO (Apéndice 8.4.3 y
8.4.12) para evitar deshidratacion. Posteriormente se colocaron en una solucion de
A. tumefaciens (DO 0.2) que portaba el plasmido pBI-VSRn durante 10 minutos.
Después de eliminar el exceso de bacterias con papel absorbente estéril, se
colocaron en medio RMOP sin antibiético durante dos dias. Pasado el periodo de
cocultivo, los explantes se transfirieron al medio RMOP adicionado con 200 mg/L
de kanamicina y 500 mg/L de cefotaxima (Apéndice 8.4.7). Los tejidos fueron
subcultivados cada dos semanas, seleccionando solo los explantes resistentes a la
seleccién. Finalmente los brotes resistentes fueron pasados a medio MS (Apéndice

8.4.12) sin antibidticos para generar raiz y posteriormente transferidos a tierra.
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6.9. Transformacion genética transitoria de plantas de tabaco

6.9.1 Obtencion de plantas de tabaco
Para realizar la agroinfiltracion se utilizaron plantas de N. benthamiana de 6

semanas de edad, las cuales fueron crecidas hidropénicamente.

6.9.2 Agroinfiltracién de plantas de tabaco

Cada cepa de Agrobacterium con la construccion genética adecuada se puso a
crecer en medio de seleccion (50 mL de medio LB + carbanicilina 50 mg/L +
rifampicina 50 mg/mL, Apéndice 8.4.8) durante 24 horas a 28°C. Posteriormente la
suspension se llevé a una densidad celular de OD600=0.5 y las plantas fueron

inoculadas con esta suspension por infiltracion al vacio.

6.10 Analisis de transformantes
Para el caso de transformacion nuclear las lineas resistentes al agente de seleccion
fueron analizadas por PCR y por Dot Blot, para comprobar la presencia del transgén

y la antigenicidad de la proteina.

Para el caso de la transformacion transitoria el material vegetal fue analizado
mediante Western Blot para detectar la presencia de la proteina de interés,
posteriormente se realizo la purificacion de las proteinas mediante cromatografia de
afinidad utilizando columna de niquel y finalmente se evalué la actividad antiviral in

vitro mediante el ensayo de inhibicion de placas liticas.

Para las construcciones genéticas acopladas a AIMV CP se evaluo la
formacién de particulas virales (VLPs) mediante microscopia electronica de
transmision (TEM), este procedimiento fue realizado en el Centro de Bio-Imaging en

Delaware Biotechnology Institute (Universidad de Delaware, Newark, DE).
6.10.1 Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

6.10.1.1 Extraccion de ADN gendmico

El ADN gendmico se aislo de tejido vegetal siguiendo el protocolo de Michiels y col.
(2003) (Apéndice 8.3). Se congelaron 50 mg de tejido vegetal en nitrégeno liquido,
se trituraron en un tubo Eppendorff con un pistilo de plastico y se adicionaron 750
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uL de buffer de extraccion a 60°C [Tris-HCI 100 mM pH 8, EDTA 20 mM, NaCl 1.4

M, B-mercaptoetanol 0.2%, (PVP 2%, CTAB 2% inmediatamente antes de usarse)].

Se incubd a 65°C por 60 minutos con mezclado ocasional para evitar
agregaciones en el homogenizado, se afadi6 750 pl de cloroformo alcohol
isoamilico (24:1) sobre el extracto, se agitd con vortex, se centrifugé a 13,000 rpm
por 5 minutos, se transfirio la fase superior a otro tubo y se repitio la extraccion hasta
limpiar la fase acuosa; ésta se mezclo con 500 pl de isopropanol y se incub6 a 25°C
por toda la noche, se centrifugd a 13,000 rpm por 10 minutos. La pastilla obtenida
se resuspendié en 750 uL de solucion de lavado (acetato de amonio 10mM, etanol
70%) y se incub6 a temperatura ambiente por 15 minutos, se centrifugd por 5
minutos y se repitio el lavado, se elimind el sobrenadante y se dejo secar la pastilla
al aire, se resuspendié en 50 uL de agua milli “Q” con RNasa en una concentracion

final de 10 g/mL, se incub6 a 37°C por 30 minutos.

Posteriormente se afiadié un volumen de fenol- cloroformo -alcohol
isoamilico (25:24:1), se agitd para formar una emulsion, se centrifugd por 5 minutos,
se transfirio la fase acuosa a un tubo nuevo y se repitié la extraccion con cloroformo
alcohol isoamilico (24:1). Se afadié NH4Ac 7.5 M, pH 7.7 en una concentracion final
de 2.5 My dos voliumenes de etanol frio, se mezcl6 e incubé a —20°C por 30 minutos,
se precipité por centrifugacion a 13,000 rpm por 10 minutos. Se lavo la pastilla dos
veces con etanol al 70%, se secO a 37 °C y se resuspendio en 30 uL de agua milli

Q; el ADN se almacend a -20°C.

Para la cuantificacion de ADN se emple6é un fluorometro Tecan modelo
Genios, empleando el kit Pico Green. Se prepar6 una dilucién de Pico Green 1:400
en TE 1X y se colocaron 198 uL de esta solucion en placas de 96 pozos. Se
afiadieron 2 uL de la solucion problemay se realizé la medicion de fluorescencia (a
485nm exitacion/535nm emisién). Para la curva de calibracion se emplearon
estandares de 1, 10 y 50 ng/uL y los datos fueron analizados en el software

Magellan 4. El rendimiento promedio de ADN fue de 0.5 ug/uL.
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6.10.1.2 Protocolos de PCR

Se analizO6 mediante PCR el ADN extraido de los tabacos transformados
nuclearmente con la construccién pBI-VSRn, los oligonucleétidos que se utilizaron
fueron para amplificar el gen de resistencia a kanamicina (NPT II), el cual tiene un
tamafo de banda esperado de 600 pb aproximadamente. A continuacion se muestra

el programa utilizado para dicho caso:

Desnaturalizacion inicial----5min a 94°C

p
Desnaturalizacion----30s a 94°C

30 ciclos Alineamiento--------- 30s a 57°C

A

Extension-------------- 1min a 72°C

Extension final----7min a 72°C

A la par también se realizO una segunda PCR que amplificaba
especificamente 347 pb correspondientes al gen VSRn. El programa utilizado para
este caso fue igual al descrito anteriormente con la Unica diferencia de la
temperatura de alineamiento, que fue de 52°C.

En todos los casos la mezcla maestra de reaccion (25 ulL) contenia ADN
gendémico (20 ng), buffer de Taq polimerasa (1X), MgClz (1.5 mM), dNTPs (0.2 mM),
oligonucledtidos (10 uM) y Taqg polimerasa (1U). La secuencia de los oligos
utilizados tanto para NPT Il y VSRn se muestra en la seccion de Apéndice 8.4.15.

La amplificaciéon se llevé a cabo en un equipo de Techne, después de la
amplificacion, las muestras se analizaron en geles de agarosa al 1% (Apéndice
8.4.2), corridos en TAE (Apéndice 8.4.1) 1X a 70 V, los cuales fueron tefiidos con
bromuro de etidio y visualizados bajo luz UV en un fotodocumentador Chemisystem

(UVP) empleando el software Labworks 4.0.0.8.
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6.10.2 Dot blot

Se realiz6 la extraccion de proteinas, mediante sonicacion de 100 mg de tejido
vegetal liofilizado en 500uL de buffer de extraccion (Tris-HCI pH 8.0, PMSF 0.1% y
leupeptina 10 ug/mL). EI homogenado se centrifugd a 10,000 rpm por 5 minutos
a 4°C y se recupero el sobrenadante, 5uL de este sobrenadente se colocaron

en una membrana de nitrocelulosa para realizar el procedimiento como sigue:

e Se realiz6 el blogueo con PBS — BSA al 3% durante 45 min.

e Se realizaron 3 lavados de 5 minutos con PBS — Tween.

e Se afadio6 el anticuerpo primario (Anti-His) 1:5,000 e incubd por 1 hora.

e Se realizaron 3 lavados de 5 minutos con PBS — Tween.

e Se incubd con el anticuerpo secundario (Anti-IgG acoplado a peroxidasa de
rabano) por 45min.

e El revelado se realizé agregando el reactivo (SuperSignal West Pico

Chemiluminescent Substrate; Pierce, IL).

6.10.3 Western blot

Extractos totales de proteinas de cada transformacion genética asi como de las
proteinas purificadas correspondientes a transformacién transitoria se separaron en
geles de SDS-poliacrilamida al 10%, se transfirieron a una membrana de fluoruro
de polivinilideno (Millipore, Billerica, MA) y se bloguearon con 0,5% I-block (Applied
Biosystems, CA). Extractos de proteinas de tejido vegetal silvestre fueron utilizados
como control negativo. Las membranas fueron incubadas con el anticuerpo primario
correspondiente para cada caso (anti-4xHis, anti-liguenasa, anti-RhoA o anti-AIMV
CP) por 1 hora seguido de una incubacién por 45 minutos con el anticuerpo
secundario anti- IgG acoplado a peroxidasa de rabano (Jackson ImmunoResearch
Laboratory Inc., PA). Las bandas especificas correspondientes a las proteinas
recombinantes se visualizaron utilizando el reactivo SuperSignal West Pico
Substrato quimioluminiscente (Pierce, IL) y laimagen fue tomada usando el software
GeneSnap para después realizar la cuantificacion usando el software Gene Tools

(Syngene Bioimaging, MD).
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6.10.4 Purificaciéon de proteinas recombinantes

Alos 4, 5, 6 y 7 dias después de la infiltracion (dpi), se recolecto tejido a partir de
las hojas de las plantas infiltradas y se homogenizaron mecanicamente con el fin de
analizar la expresion de la proteina recombinante. Las dos construcciones genéticas
fusionadas a CP (RhoA2-d25CP y RhoA2-FL-d25CP) fueron después centrifugadas
y filtradas a través de un prefiltro 2.5 um seguida de una segunda filtracion 0.8/0.2
um. Las particulas recombinantes se precipitaron utilizando polietilenglicol (PEG) y
se re suspendieron en buffer de fosfatos (fosfato de Na 95 mM, y prirofosfato de Na
5%, pH 7,4).

Por otro lado, la proteina fusionada a LicKM (PR-RhoA2-FL-F-3-HK) fue
homogeneizada mecénicamente y se incub6 con 0.5% Triton X-100. El extracto
bruto se clarifico por centrifugacion (78,000 g durante 30 min). Después de la
clarificacion, el extracto se purifico usando cromatografia de afinidad (columnas pre-
empacadas HP Ni, GE Healthcare, NJ) las fracciones de la proteina recombinante

fueron eluidas con imidazol 100, 300 o 500 mM.

6.10.5 Ensayo de inhibicién de placas liticas de RSV

Las proteinas purificadas correspondientes a las siguientes construcciones: RhoA2-
d25CP, RhoA2-FL-d25CP y PR-RhoA2-FL-F-3-HK se ensayaron para determinar la
actividad anti-RSV in vitro utilizando células HEp-2 (CCL-23 ™, ATCC®, Manassas,
VA) y la cepa viral RSV A2 (VR-1540 ™ ATCC®). Las células HEp-2 se sembraron
en una densidad de 4 x 10° células / pocillo en placas de cultivo de tejidos de 24
pocillos (Corning / Costar) y se incubaron durante 18-20 horas a 37 ° C en una
atmosfera de 5% de CO:2 hasta que alcanzaran aproximadamente el 90-100% de
confluencia. Se realiz6 una serie de diluciones de cada proteina de fusion RhoA y
se mezcld con una cantidad igual de VSR que contiene aproximadamente 50
unidades formadoras de placas (UFP), la mezcla se afiadi6é a las células HEp-2
sembradas. Los pocillos de control contenian medio de cultivo y sélo virus (50 PFU
/ pocillo). Después de una incubacion de 2 horas a 36 ° C, se retir0 el medio y se
afadié 1 ml / pocillo de medio de recubrimiento (2% de carboximetil celulosa en
medio de Eagle modificado por Dulbecco [DMEM] con suero bovino fetal al 2%

[FBS]). Las placas se incubaron a 36 °C en una atmoésfera de CO2 al 5% durante 4
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dias. Después se retird el medio de recubrimiento y las células se fijaron con 60%
de acetona y 40% de metanol en hielo durante 15 minutos y secado al aire. Las
células se bloquearon entonces con 1 ml / pocillo de I-Block durante 1 hora y se
incubaron con anticuerpo monoclonal de ratén contra la proteina F ‘anti-VSR F mAb’
(Millipore, Billerica MA) durante 2 horas a temperatura ambiente seguido por
incubacion con anticuerpo IgG policlonal anti-raton conjugado a HRP. Las placas
virales se visualizaron con el sustrato Diaminobencidina IMMPACT (DAB) y fueron
contabilizadas. El porcentaje de inhibicion se calculé como la reduccion porcentual
del nimero de placas en comparacién con el nimero de placas en los pocillos de

los grupos control.
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7. Resultados
7.1 Transformacién nuclear

7.1.1 Disefio del gen VSRn

Durante la maestria se realizé una revision de literatura donde se seleccionaron los
epitopos de las proteinas F y G del VSR que se incluyeron en el disefio del gen
sintético. De la proteina F del VSR se eligieron las secuencias de aminoacidos 205-
223 y 255-278 ya que se ha reportado que son epitopos de las células T ademas
de ser inmunogénicas (Bourgeois y col., 1998; Hyoung y col., 2006). Como se
menciono con anterioridad, se ha sugerido que la proteina G induce un sesgo hacia
la respuesta inmune Th2, sin embargo, Rui-Hong y col. (2005), demostraron que la
secuencia de aminoécidos 125-225 de la proteina G del VSR unida a la proteina
quimera (F/M) que a su vez esta compuesta por un fragmento de la proteina F del
virus de sarampion (F:113-131 aminoé&cidos) y un segmento de la proteina M del
VSR (M:81-95 aminoéacidos), es capaz de inducir producciéon de anticuerpos
neutralizantes y un adecuado balance entre la respuesta inmune Th1/Th2, por lo
cual se consider6 esta construccion en el disefio del gen sintético. La secuencia de
aminoacidos de cada epitopo seleccionado para el disefio del gen para
transformacion nuclear se muestra en la Tabla 6.

Tabla 6. Secuencia de aminoacidos de los epitopos incluidos en el disefio del gen sintético
gue codifican la proteina antigénica del VSR

Descripcion | Aminoécidos Secuencia

Epitopo 1F 205-223 PIVNKQSCSISNIETVIEF
Epitopo 2F 255-278 SELLSLINDMPITNDQKKLMSNNV
Epitopo 1G 125-225 TLQSTTVKTKNTTTTKIQPSKPTTKQRQNKPPNKPNN

DFHFEVFNFVPCSICSNNPTCWAICKRIPNKKPGKKTT
TKPTKKPTIKTTKKDLKPQTTKPKEV

Epitopo 4F* | 113-131 FAGVVLAGAALGVAAAAQI
Epitopo 1M 81-95 ESYIGSINNITKQSA
Sefialde | --—--- SEKDEL

retencién en

ER

*Fragmento de la proteina de fusién del virus del sarampién.
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La inmunogenicidad del gen diseflado fue analizada in silico mediante el
programa Antheprot y una secuencia SEKDEL para la retencion en el reticulo
endoplasmico y sitios de restriccion fueron afiadidos para su clonacion en el vector

binario pBI-121 al cual se le elimino el gen GUS.

La construccion ademas también cuenta con una etiqueta de histidinas para
permitir la purificacion de la proteina recombinante, asi como con un sitio de
proteasa (TEV) que permite eliminar la etiqueta de histidina una vez que la proteina
ha sido purificada (Fig. 13).

a)
Nco |

CCATGGGACATCATCATCATCATCATGAAAATCTTTACTTCCAAGGACCAATCGTTAACAAGCA

TCTTGTTCTATCTCTAACATTGAAACAGTTATTGAATTTGGACCAGGACCAGGATCTGAACTTCT
TTCTCTTATTAATGATATGCCAATCACAAACGATCAAAAGAAACTTATGTCTAATAACGTTGGAC

CAGGACCAGGAACACTTCAATCTACAACAGTTAAAACAAAGAACACAACAACAACAAAGATCCA
ACCATCTAAGCCAACAACAAAGCAAAGACAAAACAAGCCACCAAACAAGCCAAATAACGATTTC
CATTTCGAAGTTTTTAATTTCGTTCCATGTTCTATCTGTTCTAATAACCCAACATGTTGGGCAATT
GTAAGAGAATTCCAAACAAGAAACCAGGAAAGAAAACAACTACAAAGCCAACAAAGAAACCAAA
ATTAAAACAACAAAGAAAGATCTTAAGCCACAAACAACAAAGCCAAAGGAAGTTTTTGCAGGAG
TGTTCTTGCAGGAGCAGCACTTGGAGTTGCAGCAGCAGCACAAATTGAATCTTATATTGGATCT
ATCAATAACATTACAAAACAATCTGCAGGTCCTGGACCAGGATCTGAAAAAGATGAACTTTGAT

AGAGCTC.

Sac |

b)

LDREGHMetHHHHHHENLYFQGPIVNKQSCSISNIETVIEFGPGPGSELLSLIND
MetPITNDQKKLMetSNNVGPGPGTLQSTTVKTKNTTTTKIQPSKPTTKQRQNK
PPNKPNNDFHFEVFNFVPCSICSNNPTCWAICKRIPNKKPGKKTTTKPTKKPTI
KTTKKDLKPQTTKPKEVFAGVVLAGAALGVAAAAQIESYIGSINNITKQSA Stop
Stop LE

Figura 13. Construccién genética para transformacion nuclear (VSRn).
a) Secuencia nucleotidica del gen VSRn optimizada para su expresion en plantas por la
compafia GeneScript. b) Secuencia de aminoacidos correspondiente al gen VSRn.
Longitud del gen: 656 pb. En verde se muestran los sitios de restriccion (Nco | y Sac 1).
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7.1.2 Construccion genética pBIl- VSRn

El gen VSRn fue clonado en el vector pBI-121 para transformacion nuclear dando
como resultado la construccion resultante denominada pBI-VSRn (Fig. 14), dicha
construccion fue verificada mediante secuenciacion y analisis de restriccion (Fig.
15).

Xba | l
Ncol Sac|

Small

Figura 14. Plasmido pBI-VSRn usado para la transformacion nuclear de tabaco y lechuga.
En amarillo se indican los bordes izquierdo (LB) y derecho (RB) del T-DNA, el gen VSRn
(en azul) flanqueado por sitios de restriccion. En rosa se muestra el promotor 35S del virus
del mosaico de la coliflor (CaMV 35S-Pro) y en rojo el gen de seleccion (nptll).

Figura 15. Digestion de la construccion pBI-VSRn con las enzimas Xba | y Sac I.
1, Construccion genética pBI-VSRn digerida; 2, Control (vector completo pBI-121 si digerir).
Se muestra la liberacion del fragmento de 776 pb correspondiente a la construccion clonada
(120 pb del 5"UTR + 656 pb del Gen VSRn).
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7.1.3 Transformacién de Agrobacterium tumefaciens

El vector binario fue transferido a A. tumefaciens mediante electroporacion.
Después de dos dias de cultivo en medio selectivo se presentd desarrollo
bacteriano, lo cual indicé que la transformacion fue exitosa. La presencia del
plasmido fue confirmada realizando su extraccion y analisis en un gel de agarosa,

en el que se visualiz6 el plasmido en todos los casos (resultados no mostrados).

7.2 Proceso general para obtencion de plantas transgénicas de tabaco via A.
tumefaciens

La estandarizacion de la regeneracion de plantas de tabaco fue realizada en el
laboratorio con anterioridad por Martinez-Gonzalez (2005), dicho proceso toma

aproximadamente 5 meses (Fig. 16).

.

Medio de seleccion

Explante inicial: Infeccién con A. 'tum.efaciens Medio de (200 mg/L kanamicina,
hojas de tabaco. portando el plasmido de cocultivo UM por 500 mg/L cefotaxima)
interés 2 dias

60 dias

Plantas adultas

Medio para Transferencia
generar raiz atierra
5 meses
90 dias

Figura 16. Representacion esquematica de la transformacion de plantas de tabaco via
Agrobacterium.
Se muestra el tiempo acumulado para llegar a cada una de las etapas.
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7.3 Transformacién genética nuclear de tabaco via A. tumefaciens con el
plasmido pBI-VSRn

La infeccion de hojas de tabaco con el pldsmido binario pBI-VSRn se realiz6 como
se describi6é anteriormente. Las hojas de tabaco infectadas con el plasmido pBI-
VSRn se colocaron en medio de seleccion (RMOP + 200 mg/L kanamicina + 500

mg/L) hasta la formacion de callo y brotes organogénicos (Fig.17).

Figura 17. Formacion de brotes de tabaco regenerados a partir de hojas infectadas con el
pladsmido binario pBI-VSRn.

a) Control negativo (hojas sin infectar).en medio de seleccion b) Hojas de tabaco infectadas

con el plasmido pBI-VSRn. Fotos tomadas a las 6 semanas.

7.4 Andlisis de transformantes

7.4.1 Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)
Para comprobar la presencia del transgén VSRn, se realiz6 un andlisis por PCR a
9 plantas que se transfirieron a tierra que fueron resistentes al agente de seleccién

(kanamicina), 7 de estas plantas fueron positivas por PCR (Fig. 18).

Benita Ortega Berlanga 50


http://www.ipicyt.edu.mx/

N
Resultados ?f(\ﬁ%’

IPICYT

M12 34567 8 9+ -

347pb

Figura 18. Productos de PCR.
Se muestra la amplificacion de un segmento especifico del gen VSRn (347 pb) en las
plantas de tabaco en tierra que fueron resistentes a la seleccion. 1-9, muestras; (+), control
positivo (plasmido pBI -VSRn); (-), control negativo (wt); M, marcador de peso molecular de
100 pb.

Posterior a esto, se obtuvo la generacion de plantas T2, y se realizo el andlisis
de PCR para ver la presencia del transgén asi como analisis de Dot blot para

verificar la presencia de la proteina (Fig. 19 y 20).

M 12 3 45 67 + -

ES mp oo Gd Db b Gl &

Figura 19. Productos de PCR de un segmento especifico del gen 1 (347 pb).
Carriles 1-7, muestras; (+), control positivo (plasmido pBI -VSRn); (-), control negativo (wt)
y M, marcador de peso molecular de 1Kb.

Figura 20. Dot blot de las plantas de tabaco transformadas nuclearmente.
L, lineas transgénicas; (+), control positivo; Wt, control negativo. Se utiliz6 como anticuerpo
primario Anti-His.
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7.2 Transformacion transitoria

Para la expresion del péptido recombinante RhoA, 11 construcciones genéticas
fueron disefiadas (como se describe en la seccién de metodologia), de las cuales 3
fueron expresadas exitosamente mediante transformacion transitoria en una

estancia realizada en CMB Fraunhofer, USA (Fig. 21).

Dichas construcciones se clonaron en el vector viral de expresion pGR-D4,
transformadas en A. tumefaciens y posteriormente cada construccion genética fue

introducida en plantas de N. benthamiana mediante agroinfiltracion.

Pac | Xho |
a) ‘
RhoA RhoA CP
b) PTcr Xho |
| RhoA | FL | RhoA cP
c) Pac | Xho I
PR| LicKM [F] RhoA | FL | RhoA | His | KDEL

Figura 21. Representacion esquematica de las construcciones evaluadas en el estudio.
a), PGR-D4-RhoA2-d25CP péptido antiviral en tandem fusionado a la proteina de la capside
del virus del mosaico de la alfalfa ; b), PGR-D4-RhoA2-FL-d25CP péptido antiviral en
tandem separado por un espaciador y fusionado a la proteina de la capside del virus del
mosaico de la alfalfa; c), PGR-D4-PR-RhoA2-FL-F-3-HK péptido antiviral en tandem
separado por un espaciador y fusionado a la proteina de liguenasa de Clostridium
thermocellum ; PR, péptido sefial; RhoA, secuencia del péptido antiviral; FL, espaciador
flexible; CP, proteina de la capside del virus del mosaico de la alfalfa; F, sitio de proteasa
flag; His, etiqueta de histidinas; KDEL,- secuencia de retencion al reticulo endoplasmico,
LicKM, liguenasa; Pac | y Xho |, sitios de restriccion. Todos los genes fueron optimizados
para la expresion en plantas y se clonaron en el vector PGR-D4. Las secuencias finales se
confirmaron por secuenciacion.
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7.3 Analisis de transformantes

7.3.1 Western blot

A los 4, 5, 6 y 7 dias post infiltracion (dpi), se recolecté tejido de las plantas
transformadas y se evalud la presencia de la proteina de interés y sus niveles de
expresion mediante analisis de Western blot. Se observaron niveles maximos de
expresion a los 6 dpi para PR-RhoA2-FL-F-3-HK (59 mg/ kg) y al séptimo dpi para
RhoA2-d25CP y RhoA2-FL-d25CP (13 y 75 mg/ kg, respectivamente). Ademas, el
andlisis de Western blot confirmé el tamafio molecular predicho de 32 kDa para PR-
RhoA2-FL-F-3-HK, utilizando anticuerpos anti-LicKM, anti-4xHis y anti-RhoA, y un
tamafio molecular de 25 kDa y 26 kDa para RhoA2-d25CP y RhoA2-FL-d25CP
respectivamente, esto Ultimo utilizando anticuerpos anti- AIMV-CP y anti-RhoA (Fig.

22, se muestran resultados con uno de los anticuerpos).

M123456728 + . 12 345 617 89 M
a b mr -
) - ) ) ¥
50 kD '.-d.--- 50 kD

40 kD
30 kD

20 kD

" L0l

-
40 kD

—— fe-Se-one
30 kD

Figura 22. Analisis de Western blot.

a) Deteccion de la proteina de fusion PR-RhoA2-FL-F-3-HK utilizando anti-4xHis como
anticuerpo primario. b) Deteccién de las proteinas de fusion RhoA2-d25CP. c), RhoA2-FL-
d25CP utilizando anti-CP como anticuerpo primario. M, marcador de peso molecular (Magic
Mark); 1-8, proteina soluble total a los dias 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 8 dpi respectivamente; (+),
control positivo correspondiente a una proteina irrelevante con tag de His (a) o la proteina
CP (b y c); (-), control negativo correspondiente a proteina soluble total de un planta
silvestre.
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7.3.2 Purificacion de proteinas recombinantes

Para la construccion -PR-RhoA2-FL-F-3-HK, tejido de las plantas transformadas fue
recolectado a los 7dpi y la proteina recombinante fue purificada utilizando
cromatografia de afinidad (columna de Niquel), la elucion se realizé con
concentraciones de imidazol de 100, 300 o 500 mM. La mayor eficiencia de elucion
PR-RhoA2-FL-F-3-HK se observé con imidazol 300 mM con un rendimiento de 1.41
mg (Fig. 22).

Por otro lado, las proteinas de fusion RhoA2-d25CP y RhoA2-FL-d25CP se
purificaron mediante precipitacién con polietilenglicol 5% (PEG 8,000) seguido de

una ultracentrifugacion (Fig. 23).

a) b)
M 1 2 3 M 1 2

62 kD

62 kD W
49 kD

49kD
38 kD

38kD W

Figura 23. Purificacion de proteinas.
a) Gel de Coomassie de la fusién a LickM; M, marcador de peso molecular (see azul); 1,
Fraccion de elucion de imidazol 100 mM; 2, Fraccién de elucion de imidazol 300 mM; 3,
Fraccion de elucion de imidazol 500 mM. b) Gel de Coomassie de las fusiones a CP. M,
marcador de peso molecular (see azul); 1, construccion genética RhoA-d25CP; 2,
construccién genética RhoA-FL-d25CP.

Se realizaron andlisis de Western blot de las proteinas recombinantes,
correspondientes a las 3 construcciones genéticas. Para el caso de la construccion
RhoA2-FL-F-3-HK se utilizaron como anticuerpos primarios anti-LickM y anti-RhoA
(Fig. 24).
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Figura 24. Western blot de la proteina de fusion PR-RhoA2-FL-F-3-HK purificada.
a) Deteccidn con anti-LicKM como anticuerpo primario. b) Deteccion con anti-RhoA como
anticuerpo primario. M, marcador de peso molecular (Magic Mark); 1, Fraccién de elucién
100 mM de imidazol; 2, Fraccion de elucion 300 mM de imidazol; 3, Fraccion de elucion 500
mM de imidazol; (+), control positivo (20 ng de proteina LicKM purificada).

Analisis de Western blot para las proteinas de fusion a CP también fueron
realizados, utilizando como anticuerpos primarios anti-CP o anti-RhoA (Fig. 25), en

todos los casos se observo el tamafio molecular predicho para cada una de las

proteinas.
a) b)
M 12 (4
M 12 -
50kD
, - ..
50kD 40kD
- -
WD 30kD
- -
30kD  mm—
20kD
20D 4

Figura 25. Andlisis de Western blot de proteinas de fusion RhoA-CP purificadas.
a) Construccion RhoA2-FL-d25CP detectada por anti-RhoA como anticuerpo primario. b)
Construccion RhoA2-d25CP detectada por anti-CP como anticuerpo primario. M, marcador
de peso molecular (Magic Mark); 1, 2.5 pL de la proteina purificada; 2, 5uL de la proteina
purificada; (+), 15 ng control positivo (proteina CP purificada).
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7.3.3 Microscopia electronica de barrido

Analisis de microscopia electronica de barrido fueron realizados a las
construcciones fusionadas a CP (RhoA2-FL-d25CP, RhoA2-d25CP), en ambos
casos se observaron particulas esféricas parecidas a VLPs (virus like particles) (Fig.
26).

a) b)

Figura 26. Andlisis de microscopia electronica de barrido.
a) RhoA2-d25CP VLP. b) VLP RhoA2-FL-d25CP.

7.3.4 Andlisis in vitro de actividad antiviral

Todas las proteinas purificadas (tanto las fusiones RhoA-CP como la fusion RhoA-
LickM) fueron analizadas para probar la actividad antiviral anti-RSV in vitro,
utilizando células HEp 2 y la cepa viral VSR A2. Los resultados demostraron la
inhibicién del crecimiento del VSR en cultivo celular por dos de las construcciones
genéticas probadas, RhoA2-FL-d25CP (Fig. 27A) tuvo una concentracion inhibitoria
(IC50) de 0.32 uM, mientras que la IC50 del péptido RhoA sintetizado (control
positivo) fue de 4.77 uM y CP por si solo (control negativo) no mostré ninguna
inhibicién del crecimiento viral en cualquiera de las concentraciones ensayadas. En
contraste, la inhibicion del crecimiento viral no fue observada con RhoA2-d25CP en
ninguna de las concentraciones probadas o que muestra la importancia del
espaciador entre las dos moléculas de RhoA. La construccidn genética fusionada a
LickM, PR-RhoA2-FL-F-3-HK inhibi6 el crecimiento de VSR con una IC50 de 3.72
UM, mientras que LicKM (control negativo) por si sola no mostré ninguna inhibicién
a cualquiera de las concentraciones ensayadas (Fig. 27B). La Tabla 7 resume los
valores de IC50 para cada proteina probada.
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Figura 27. Inhibicién del crecimiento viral in vitro por las proteinas de fusion.
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Tabla 7. Valores de ICso para cada proteina probada.

Benita Ortega Berlanga

Proteinas probadas in vitro puM

PR-RhoA2-FL-F-3-HK 3.72
RhoA2-FL-d25CP 0.32
RhoA2-d25CP > 10
Péptido Rho sintetizado 4.77
LicKM >9.3
CP >10
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8. Discusion

El VSR es uno de los principales agentes etioldégicos en padecimientos que afectan
al tracto respiratorio bajo; para la edad de 2 afios el 90% de los nifios ha sufrido una
infeccion por este virus (Van Drunen y col., 2007). Con una alta tasa de morbilidad
y costos que ascienden a millones de ddlares en paises desarrollados, la infeccién
por este virus se ha convertido en un problema de salud serio, por lo cual desde
1960 se han realizado diversos esfuerzos para producir una vacuna seguray eficaz
contra el VSR; sin embargo el tipo de respuesta inmunoldgica desencadenada por

el virus ha complicado esta tarea.

En la actualidad se ha experimentado con vacunas recombinantes de
subunidades que tienen epitopos relevantes, ya que tienen las ventajas de que al
no usar todo el organismo atenuado o inactivado, y solo seleccionar ciertos epitopos
se disminuyen los efectos secundarios y se pueden seleccionar de diferentes
proteinas teniendo un mayor rango de proteccion al generar diferentes anticuerpos
en los organismos inmunizados con estos antigenos. Por lo tanto en este trabajo se
decidié disefiar un gen sintético que incluye tanto epitopos de la proteina F como
de la proteina G y M, con el fin de obtener una mayor protecciéon y un balance

adecuado entre la respuesta inmune Th1/Th2.

Como segunda opcidn se disefiaron construcciones genéticas que codifican
para un péptido antiviral (RhoA), en estudios previos Pastey y col. (2000)
demostraron que una interaccion entre la proteina F del VSR y RhoA, una pequefia
GTPasa transmembranal, facilita la formacion del sincicio inducido por el virus.
Ademas, los autores mostraron que un péptido sintético derivado de RhoA inhibid
el crecimiento viral y la formacién de sincicios inducidos por VSR tanto in vitro como
in vivo. Aunque el mecanismo de inhibicién viral no estd claro los autores han
sugerido que la inhibicién de la entrada viral por el péptido RhoA esta asociado con

las propiedades polianionicas y la dimerizacion de RhoA (Budge y col., 2004).
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Las dos estrategias mencionadas anteriormente parecen prometedoras, y el
uso de una plataforma de produccion rentable es necesaria para cubrir la demanda

de terapéuticos anti-VSR.

Durante las dos ultimas décadas las plantas han emergido como fabricas
para la produccion de proteinas recombinantes, dado que ofrecen varias ventajas
sobre otros sistemas de produccién, como lo son: produccion de grandes volumenes
de biomasa que contiene proteinas recombinantes, escalabilidad, bajos costos de
produccién, modificaciones post-traduccionales similares a la de los mamiferos y
ausencia de patogenos que afectan a humanos Yusibov y col. (2002). Dadas las
ventajas que ofrecen las plantas como sistemas de expresion, en este trabajo las

construcciones disefiadas fueron optimizadas para su expresion en plantas.

Tres métodos son comunmente utilizados para la expresion de proteinas
heterdlogas en plantas: transformacion estable del genoma nuclear, transformacion

estable del genoma de cloroplastos y transformacion viral transitoria.

En este estudio utilizamos la transformacion estable del genoma nuclear para
expresar la construccion genética VSRn de la proteina antigénica y la
transformacion viral transitoria para expresar las construcciones que codifican para

el péptido antiviral RhoA.

Para el caso del gen VSRn se lograron transformar plantas de tabaco con la
construccion pBI-VSRn, obteniéndose siete lineas correspondientes a la generaciéon
T2. Los andlisis de PCR mostraron la presencia del transgén en cada una de ellas,
y el analisis de dot blot fue positivo para tres de las plantas analizadas lo cual sugiere
la presencia de la proteina recombinante. Sin embargo, se requieren analisis de
Western blot para verificar la identidad de la proteina y después analisis in vivo para

revelar la funcionalidad de la misma en ratones Balb/c.

La transformacion nuclear ofrece como principal ventaja que es una
trasformacién estable, lo cual significa que la nueva informacién introducida a la
planta se hereda en las siguientes generaciones (Kaprowski y Yusibov, 2001). Sin

embargo la cantidad de proteina que se obtiene es baja (0.01%-2% de la proteina
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soluble total-PST), a pesar de haberse optimizado el gen para su 6ptima expresion

en plantas.

Para el caso de las tres construcciones genéticas que codifican para el
péptido antiviral, plantas de tabaco fueron transformadas transitoriamente, esta
transformaciéon ofrece como principales ventajas altos niveles de expresion de la
proteina recombinante en un periodo de tiempo corto, sin embargo, se requiere un

proceso de purificacion adicional.

Dado el pequefio tamafio del péptido antiviral, este fue fusionado a dos
proteinas acarreadoras (CP y LickM) con la finalidad de facilitar los procesos de
purificacion y de poder desplegar varias moléculas sobre una sola particula
acarreadora. Este tipo de procedimientos abarata los procesos de purificacion los

cuales son un factor importante en la industria.

Las tres construcciones fueron eficientemente expresadas en plantas de N.
benthamiana y el rendimiento final fue alrededor de 10mg/kg de biomasa. Las
diferencias en los niveles de expresion entre las construcciones pueden deberse a

la naturaleza misma de cada construccion o al tipo de molécula acarreadora.

RhoA2-FL-d25CP y PR-RhoA2-FL-F-3-HK fueron capaces de inhibir la
replicacion de VSR en cultivos celulares, lo cual no fue observado con la
construccion RhoA2-d25CP que carece de un espaciador entre las dos moléculas
de RhoA. Estos resultados sugieren que el espaciador puede facilitar la dimerizacion
del péptido RhoA y asi contribuir a su actividad antiviral.

Sorprendentemente, la concentracion inhibitoria media (ICso) de RhoA2-FL-
d25CP fue 10 veces menor que la del péptido RhoA sintético (control), lo cual indica
gue producir este péptido en plantas es una mejor alternativa que por sintesis
quimica. Sin embargo, el mecanismo de inhibicion por RhoA2-FL-d25CP necesita

ser investigado.
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La fusién de RhoA a las moléculas acarreadoras incremento los niveles de
expresion en plantas, y la molécula de CP fue mas eficiente en la inhibicion de la
replicacion de VSR que el control (péptido RhoA sintetizado).

Una evaluacion adicional en un modelo adecuado de animales es necesaria
antes de seleccionar cualquiera de estas proteinas de fusion para el desarrollo de

un farmaco para uso en humanos.

Los resultados obtenidos en este trabajo abren la posibilidad para la
produccion a gran escala del péptido RhoA como un posible agente terapéutico
contra VSR.
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9. Conclusiones

Los resultados del presente trabajo demuestran que:

1. Tres de las 11 construcciones (RhoA2-FL-F-3-HK, RhoA2-d25CP, RhoA2-
FL-d25CP se expresan eficientemente en forma transitoria en plantas de N.
benthamiana.

2. RhoA2-FL-d25CP y PR-RhoA2-FL-F-3-HK inhiben la replicacion de VSR, lo
cual no se observa con la construccion RhoA2-d25CP.

3. Las fusiones de RhoA a las moléculas acarreadoras aumentan los niveles de
expresion en plantas.

4. Elvalor de ICso0 de la construccion genética RhoA2-FL-d25CP indica que es
10 veces méas potente que el péptido sintético RhoA utilizado como control.

5. Es posible transformar nuclearmente plantas de tabaco con la construccion
pBI-VSRn.
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Main conclusion A RhoA-derived peptide lused to
carrier molecules from plants showed enhanced bio-
logical activity of in vitro assays against respiratory
syncytial virus compared to the RhoA peptide alone or
the synthetic RhoA peptide.

A RhoA-derived peptide has been reported for over a
decade as a potential inhibitor of respiratory syneytial virus
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challenges 1o furthering development of this antiviral
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veetor and targets purified. The results demonstrated that
the RhoA peptide fusion proteins were efliciently expres-
sed in N, benthamiana plants, and that two of the resulting
fusion proteins, RhoA-LicKM and RhoA2-FL-d25CP,
inhibited RSV growth in vitro by 50 and 80 %, respee-
tively. These data indicate the feasibility of transient
expression of this biologically active antiviral RhoA pep-
tide in plants and the advantage of using a carrier molecule
to enhance target expression and efficacy.
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antimicrobial peptide. In this study, a magnlCON was wed
o express the PG-1 peptide in Nicotiona taobacwn, using a
transient expression system mediated by Agrobacteriun
fume faciens trats fection. Reverse-transe i plase polymerase
chain reaction (RT-PCR) and Northem blot analyses of
transformed N, tobocum were employed o delect viral
replicons, 290 bp and 6.1 kb. SDS/PAGE revealed pres-
ence of a band corresponding to the molecular weight of
PG-1 (2.1 kDu), which was absent in wildtype N. taba-
cum. Antimicrobialfant fungal assays of prolein extracts
from transiently trnsformed N tabacum were performed,
and these demonstrated that PG-1 peptide activity in thess
plant tissues was viable and contribued 10 inhibiton of
532 % of Kiehsiells preumonige, 702 %, of Swaphyio-
covens aurens, 566 % of Escherichia coli, 72 % of
Mycobaeterim bovis BOG, and 70 % of Condida ol ey
cultures, Mo inhibition of any of these fungal and bacterial
pathogens was detected when wildetype N fobocwn
extructs were used. Therefore, PG-1 produced in plant cells
of infiltrated tobacco was sctive and controlled growth of
several hacterial and fungal human pathogens.,
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12. Apéndice

12.1 Preparacion de células competentes y transformacion de E. coli por choque
térmico

Se prepararon células competentes a partir de un cultivo de E. coli Top 10 F’ de 24 horas,
crecido en caldo LB a 37 °C. De este preindculo se tomaron 250 uL y se afadieron a 25
mL de caldo LB, se incub6 por 90 minutos a 37°C y agitacion de 150 rpm. El cultivo se
enfrié en bafio de hielo y se centrifugd 35 segundos a 12,000 rpm. La pastilla se lavo con
4 mL de cloruro de calcio 0.1My glicerol al 15%, y se volvié a empacar por centrifugacion.
Finalmente las células se resuspendieron en 630 pul de cloruro de calcio 0.1 M + 15%

glicerol y se almacenaron a -70 °C en alicuotas de 30 pL.

Para realizar la transformacion, las células competentes se descongelaron sobre
hielo y se afiadi6 3.0uL del ADN de interés, se mezcld y se incubaron en hielo por 15
minutos. Los tubos se llevaron a un bafio a 43°C por 1 minuto y se regresaron
inmediatamente al hielo por 10 minutos. Se afiadié 1 mL de medio de cultivo LB y se
incubo 40 minutos a 37°C y 150 rpm. Después, 100 uL del cultivo se inocularon en agar

LB con 100 mg/L de kanamicina o ampicilina, segun el caso.

11.2 Preparacién de células electrocompetentes de Agrobacterium tumefaciens

Se prepararon de acuerdo al protocolo de Cangelosi y col. (1991). La cepa LBA4404 se
inocul6 en medio de cultivo YM por dos dias, de este cultivo (DO 0.04-0.08 a 600nm), se
tomaron 5 mL y se les agregé medio YM hasta 100 mL y se incub6 a 28 °C hasta obtener
una densidad 6ptica de 0.5 (aproximadamente 4 h), se centrifugd a 10,000 rpm por 10
minutos a 4°C, se elimind el sobrenadante y se resuspendio la bacteria en 40 mL de
buffer HEPES 1mM pH 7, se centrifugd nuevamente a 10,000 rpm por 10 minutos a 4°C,
se elimind el sobrenadante y se resuspendié la bacteria en 40 mL de buffer HEPES 1mM
pH 7 y 10% de glicerol. Se centrifugd y se resuspendio la bacteria en 2 mL de buffer
HEPES 1 mM pH 7 y 10% de glicerol y finalmente se centrifugd a 12,000 rpm por 5
minutos a 4°C, se resuspendio la pastilla en 400 uL de buffer HEPES y 10% de glicerol,

se tomaron alicuotas de 50 uL y se almacenaron a -80°C. La misma metodologia fue
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utilizada para preparar células electrocompetentes de la cepa de Agrobacterium GV3101

utilizada en los ensayos de transformacion transitoria de tabaco.

12.3 Extraccion de ADN plasmidico

Se bas6 en el método de lisis alcalina (Sambrook y col., 1989). Se tomé 1.5 mL de cultivo
bacteriano crecido en el medio de seleccion apropiado durante 12 horas y se centrifugé
a 12,000 rpm por 2 minutos, se elimino parte del sobrenadante, se resuspendio la pastilla
con vortex y se afiadié 150 pL de la solucion | de Birnboim (BD) (Tris 0.25 M, pH 8, EDTA
10 mM, glucosa 10 mM), se mezcl6 en vortex y se agregaron 300 uL de la solucion Il de
BD (NaOH 0.2M, SDS 1%) recién preparada, se agito por inversion 5 veces, se afiadieron
225 pL de la solucion 11l de BD (Acetato de sodio 3M, pH 4.8), se mezclo por inversion y
se colocaron los tubos por 5 minutos en hielo, se centrifugd a 12,000 rpm por 10 minutos,
se recupero la fase acuosa, se agreg6 un volumen de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico
(25:24:1), se mezclé suavemente y se centrifugd 5 minutos a 10,000 rpm, se recupero el
sobrenadante y se adicion6 un décimo de volumen de acetato de sodio 3 M, pH 7 y un
volumen de isopropanol frio, se mezclé por inversion, se precipité a -20°C por 30 minutos,
se centrifug6 a 12,000 rpm por 10 minutos a 4°C, se elimino el sobrenadante y se lavo la
pastilla con 300 uL de etanol al 70 %, se centrifugd por 5 minutos a 12,000 rpm, se agrego
RNAsay se incub6 a 37°C por una hora, nuevamente se agrego fenol-cloroformo-alcohol
isoamilico y se precipité el ADN con acetato de sodio e isopropanol frio, se lavo la pastilla
con etanol al 70%, se centrifugdé 5 minutos a 12,000 rpm y se seco la pastilla a 50-60 °C,

se re suspendio en 20 uL de agua milli Q y se almaceno a -20 °C.
12.4 Preparacion de soluciones y medios de cultivo

12.4.1 TAE 50X
Para preparar un litro mezclaron 98.8 g de Tris base, 22.84 mL de acido acético, 40 mL
de EDTA 0.5 M pH 8, se afor6 con agua destilada, se esteriliz6 y se almaceno a

temperatura ambiente.
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12.4.2 Agarosa 1%
Para preparar 100 mL se afiadié un gramo de agarosa a 100 mL de TAE 1X, se calent6

hasta disolver y se almacend a temperatura ambiente.

12.4.3 Mezcla basal de sales MS

Tabla 8. Concentracion de la mezcla basal de sales.

Solucioén Compuesto Concentracion final Concentracion del
(mg/L) stock 100 X (g/L)
MS | Nitrato de amonio 1650.0 165.0
Nitrato de potasio 1900.0 190.0
MS I Sulfato de magnesio 3425 34.25
Sulfato de manganeso 16.9 1.69
Sulfato de zinc 8.6 0.86
Sulfato de cobre 0.025 0.0025
MS 1l Cloruro de calcio 440.0 44.0
Yoduro de potasio 0.83 0.083
Cloruro de cobalto 0.025 0.0025
MS IV Fosfato de potasio monobésico 70.0 7.0
Acido borico 6.2 0.62
Molibdato de sodio dihidratado 0.25 0.025
MS V Sulfato ferroso heptahidratado 27.8 2.78
EDTA dihidratado 37.3 3.73

Los compuestos se disolvieron en agua destilada estéril y se almacenaron en alicuotas de 250
mL a 4°C.
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12.4.4 Vitaminas MS
Tabla 9. Concentracion de vitaminas MS.
Compuesto Concentracion final Concentracion del Stock
(mg/L) 1000 X (mg/mL)
Myoinositol 100.0 100.0
Tiamina 10.0 10.0
Acido nicotinico 1.0 1.0
Piridoxina 1.0 1.0

Los compuestos se disolvieron en agua destilada estéril y se almacenaron en alicuotas de 25 mL
a-20°C.

12.4.5 Vitaminas B5

Tabla 10. Concentracion de vitamina B5.

Compuesto Concentracion (mg/L) Concentracion del Stock
1000 X (mg/mL)
Myoinositol 100 100
Tiamina 0.1 0.1
Acido nicotinico 0.5 0.5
Piridoxina 0.5 0.5
Glicina 2.0 2.0

Los compuestos se disolvieron en agua destilada estéril y se almacenaron en alicuotas de 25 mL
a-70°C.

12.4.6 Kanamicina
Para preparar un stock de 50 mg/mL, se disolvieron 5 gramos de sulfato de kanamicina
en agua desionizada. Se aforo a 100 mL, se esterilizo por filtracion (filtro Miller-GP, 0.2

um) y se almaceno a -20 °C.
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12.4.7 Cefotaxima
Para preparar un stock de 500 mg/mL, se disolvieron 2 gramos de cefotaxima en agua
desionizada. Se aforé a 4 mL, se esterilizé por filtracion (filtro Miller-GP, 0.2 um) y se

almacend a -20 °C

12.4.8 Rifampicina
Para preparar un stock de 50 mg/mL, se disolvieron 5 gramos de rifampicina en agua
desionizada. Se afor6 a 100 mL, se esterilizo por filtracion (filtro Miller-GP, 0.2 um) y se

almacenod a -20 °C.

12.4.9 Acido naftalenacético (ANA)
Para preparar un stock de 1.5 mg/mL, se disolvieron 150 mg de ANA en 1.0 mL de

hidroxido de sodio. Se aforé a 100 mL con agua desionizada y se almacend a -20 °C.

12.4.10 Benciladenina (BA)

Para preparar un stock de 0.6 mg/mL, se pesaron 60 mg de BA y se disolvieron en 1.0
mL de acido clorhidrico 1 N, se afor6 a 100 mL con agua desionizada y se almacené a
20 °C.

12.4.11 Procedimiento general parala preparacién de medios de cultivo

Para preparar un litro de medio de cultivo, se afiadieron 10 mL de cada solucién MS (MS
| — MS V) a 700 mL de agua desionizada. Se adicionaron 30 gramos de sacarosa Y,
después de afiadir reguladores de crecimiento y vitaminas apropiados, el pH fue ajustado
a 5.7 con hidréxido de sodio 1 N / &cido clorhidrico 1 N y se afor6 con agua destilada
estéril. Para los medios semisdlidos se afiadieron 7 gramos de agar. Los medios se

esterilizaron a 15 Ib/pulgada? por 15 minutos.

Cuando fue necesario, la kanamicina previamente esterilizada (stock 50 mg/mL),
se afiadid al medio después de esterilizar una vez que su temperatura bajé hasta

aproximadamente 50 °C.
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12.4.12 Composicion de medios de cultivo

Tabla 11. Medios de cultivo.

Medio | Vitaminas ANA BA Cinetina 2,4-D Caseina
(mg/L) | (mg/L) | (mg/L) | (mg/L) (g/L) pH
MS MS 5.7
MSO0 B5 - - - - - 5.7
RMOP B5 1.0 0.1 - - - 5.8

12.4.13 Medio de cultivo YM

Para preparar un litro de medio YM se pesaron 400 mg de extracto de levadura, 10 g de
manitol, 100 mg de cloruro de sodio, 200 mg de sulfato de magnesio y 500 mg de fosfato
de potasio. Se disolvieron en agua destilada, el pH se ajust6 a 7.0 con hidréxido de sodio

1.0 N, se afor6 con agua destilada y se esterilizd.

12.4.14 Medio de cultivo LB
Para preparar un litro de medio LB se pesaron 20 g de base para medio de cultivo LB,
se disolvio, se afor6 con agua destilada y se esteriliz6. Cuando fue necesario se

agregaron 10 g de agar grado bacteriolégico.

12.4.15 Oligos utilizados

Oligo VSR1- F
5'- GTGAACAAGCAAAGCTGTAGCATAT

Oligo VSR1-R
5-ATCCTATGTAACTCTCTATCTGAGC
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