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1. RESUMEN

La tos ferina es una enfermedad infecciosa de distribuciéon mundial en la que se ha
observado un aumento en la incidencia de la enfermedad en adolescentes y nifios
menores de 6 meses de edad. Ademas se ha establecido que la inmunidad
adquirida con la vacuna se pierde alrededor de los siete afios posteriores a la
ultima aplicacién, lo que aumenta el riesgo de contagio a partir de los diez afios de
edad. En la actualidad existen las vacunas acelulares contra tos ferina, pero su
alto precio limita su aplicacién. Por lo anterior, el presente trabajo se enfoca a
expresar epitopos de Bordatella pertussis relevantes en plantas como un primer
paso en el desarrollo de una vacuna comestible contra la tos ferina, que produzca
una respuesta inmune mas duradera y/o permita el suministro de dosis de
refuerzos via oral, la cual es una via mas aceptada por el publico.

Se desarrollaron construcciones que codifican para epitopos relevantes de
la toxina pertasica, la hemaglutinina filamentosa y la pertactina, ademas, cuentan
con espaciadores ricos en prolina y cola de histidinas, esta ultima para su
purificacién. Las secuencias fueron optimizadas para su expresion estable tanto
en citoplasma de lechuga via Agrobacterium tumefaciens, como en cloroplastos de
tabaco via biobalistica.

Se obtuvieron plantas adultas TO transplastémicas, a las que se verificd la
integracion del transgén por PCR, asi como la presencia del transcrito especifico
del tamaiio esperado por RT-PCR, y se confirmé la concentracion de proteina de
manera indirecta medio de un ensayo inmunoenzimatico con anticuerpos
especificos contra la cola de histidinas.

En la transformacién nuclear de lechuga, se logré regenerar callos y brotes
resistentes al agente de seleccion con la construccion utilizada.

El material obtenido serd analizado in vivo para ver demostrar su
inmunogenicidad, para posteriormente realizar retos en ratones y demostrar su
inmunoproteccion.

Este es el primer trabajo de la expresion de un polipéptido donde se han
incluido 3 diferentes epitopos de regiones antigénicas de B. pertussis, el cual se

ha expresado en plantas.

]
QFB. Karla Sanchez Alvarez
1



ABSTRACT

ABSTRACT

Whooping cough is an infectious disease of worldwide distribution where an
increased incidence of the disease in adolescénts, and children under 6 months of
age has been observed. In addition It has been established that the immunity
acquired by vaccination is lost about seven years after the last application, which
increases the risk of contagion from the ten years of age. Currently there are
acellular vaccines against whooping cough, but their high prices have restricted
their application. Therefore, this work focuses on the expression of multiple epitope
expression of Bordatella pertussis on plants as a first step on the develbpment of
an edible vaccine against whooping cough, producing a long lasting response
and/or the availability of doses that allow the boosting by oral administration which
is preferred instead of the parenteral vaccination.

Constructions were developed that encode for relevant epitopes of pertussis
toxin, filamentous hemagglutinin and pertactin, also, harbor spacers rich in proline
and a histidine tail, the latter for its purification. The sequences were optimized for
stable expression both in lettuce cytoplasm via Agrobacterium tumefaciens, and
tobacco chloroplasts via biolistic.

TO transplastomic adult plants were regenerated, and the transgene
presence and integration of these were confirmed by PCR as well as the presence
of specific transcripts of the expected size by RT-PCR. In addition, the protein
concentration was obtained by an immunosorbent assay with specific antibodies
against the histidine tail.

In the lettuce nuclear transformation, it was possible to regenerate calli and
shoots resistant to the selection agent with the construction designed.

The material obtained by the two transformations methods will be used for in
vivo assays in order to demonstrate its immunogenicity and then to perform
challenges in mice to test their immunoprotective properties.

This is the -first study of the expression of a polypeptide which includes 3
different epitopes of relevant antigenic regions of B. pertussis, which has been

expressed in plants.

“
QFB. Karla Sanchez Alvarez
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2. INTRODUCCION.

Las enfermedades infecciosas son la causa de mas del 45% del total de muertes
en paises en desarrollo y el 63% de muertes de nifios en fodo el mundo (Arntzen,
20095). Si bien la vacunacion es el medio mas eficaz de prevenir enfermedades
infecciosas, aproximadamente 30 millones de nifios que nacen cada afio no son
debidamente inmunizados contra enfermedades prevenibles

(www.care.org/campaigns/childrenpowerty/facts.asp). En 2002, se estimdé que

hubo 2.2 millones de decesos, los cuales fueron resultado de enfermedades
prevenibles por vacunacion (Richter y col., 2000). Uno de los factores implicados
en estas estadisticas es son los enfoques utilizados actualmente para la
produccion de vacunas, los cuales son tecnholdgicamente complejos y costosos
(Floss y col., 2007). _

Aun en el siglo 21 persisten desigualdades globales en cuestiones de
salud. Varios factores contribuyen a esta situacién: enfermedades emergentes y
re-emérgentes, el tamafo cada vez mayor de la poblacién mundial y el fantasma
de la guerra biolégica, colocan una demanda sin precedentes a las compaiias
farmacéuticas. Actualmente en muchos casos, la demanda global excede la
capacidad de produccion. Adicionalmente, independientemente' de la
disponibilidad de vacunas, el costo por dosis sigue siendo el principal factor
limitante del éxito de los programas nacionales de vacunacién. De hecho, como
la composicién de las vacunas es cada vez mas compleja, ésto repercute en el
tiempo para el desarrollo de una nueva vacuna y eventualmente en los precios del
mercado (Thanavala y col., 2006).

En la cumbre mundial para los nifios en 1992 se propuso que la vacuna
ideal deberia tener las siguientes caracteristicas: ser efectiva si se administrd
como una dosis sencilla, preferentemente via oral; ser estable al calor; que pueda
ser administrada poco después del nacimiento y ser facilmente accesible para
facilitar la vacunacién de la poblaciéon infantil a nivel mundial (Mitchell y col.,
1993). Otro factor limitante en la eficacia de la vacunacién se relaciona con las
practicas inseguras de inyeccién que exponen a las personas al riesgo de
infecciones por patégenos de transmisiéon sanguinea, tales como la hepatitis B y

QFB. Karla Sanchez Alvarez



INTRODUCCION
C, y el VIH. Se ha estimado que mas del 30% de las inmunizaciones con
inyecciones no es segura, debido principalmente a la reutilizacién de agujas y
jeringas. Las lesiones accidentales por pinchazos con agujas también son un
problema importante de salud publica (Thanavala y col., 20086).

Como una alternativa a la administracién de vacunas por via parenteral, la
administracién por mucosas ofrece evidentes ventajas en términos de seguridad.
Particularmente las vacunas orales ofrecen ventajas significantes logisticas, como
las camparias para la erradicacion de la polio lo han demostrado .

La vacunacién universal de la nifiez tendria efectos profundos en la
nivelacién de las desigualdades de salud en muchas partes del mundo, en este
contexto, se han logrado avances importantes gracias a los esfuerzos
asombrosos de la OMS, la Iniciativa Internacional de Vacunas, la Alianza Mundial
para Vacunas e Inmunizacién y la Fundacién Bill y Melinda Gates (Thanavala y
col., 2008). '

Las vacunas de patégenos muertos o atenuados fueron la base para todas
las vacunas “clasicas” (Thanavala y col., 2006). Avances en las técnicas de
biologia molecular durante la década de los 80s, ayudaron en el desarrollo de
nuevas estrategias para la produccién de vacunas de subunidades. Estas nuevas
vacunas, estan compuestas de proteinas derivadas de patégenos, como virus,
bacterias o parasitos. Por otro lado, a pesar de que las células de mamifero y sus
tejidos han sido ampliamente utilizados para la produccién comercial de vacunas,
estos sistemas son caros y su escalamiento no es facil (Larrick y Thomas, 2001,
Houdebine, 2009). Ademas, tales sistemas de producciéon estan propensos a
contaminacion por patégenos de humanos los cuales algunas veces escapan a la
deteccién aln en vacunas purificadas. Esto incluye priones, virus y toxinas.

Por otro lado, la expresiéon de proteinas antigénicas recombinantes
funcionales en E.coli a menudo tiene limitaciones debido a la falta de una
variedad de modificaciones post-traduccionales. Algunas de las modificaciones y
procesamientos post-traduccionales de proteinas similares a las de mamifero
ocurren en levaduras y lineas celulares de insectos. Sin embargo, las diferencias

en los patrones de las modificaciones post-traduccionales limitan su potencial

QFB. Karla Sanchez Alvarez
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debido a las implicaciones inmunolégicas que suelen tener, tales como el
desarrollo de alergias o respuestas inmunes no deseadas. (Streatfield y Howard,
2003a,b; Chen y col., 2005; Houdebine, 2009). Como una alternativa importante,
las plantas se estan convirtiendo en un sistema prometedor para fabricar una
amplia gama de proteinas funcionalmente activas de gran valor para la industria
biofarmacéutica (Tiwari, 2009). En estas aplicaciones se encuentran implicadas
varias tecnologias, entre ellas, los métodos modernos de reprbduccién,
propagacion clonal, la hibridacién somatica, protoplastos / cultivos de células en
suspension, el cultivo de raices aéreas y la transformaciéon genética. Uno o mas
antigenos inmunoprotectores de patégenos se pueden producir en las plantas por
la expresién de gene(s) que codifica la proteina(s). En los ultimos arios, nuevos
sistemas de produccidén basados en plantas destinadas a desarrollar - vacunas
"comestibles" u "orales" también se han estudiado ;('Ma y col., 2003; 2005a,b;
Koprowski, 2005; Lal y col., 2007; Mishra y col., 2008; Houdebine, 2009). A
comparacién de las vacunas tradicionales, las vacunas comestibles ofrecen
simplicidad en su uso, costos méas bajos, almacenamiento adecuado, entrega

econdémica y respuesta inmune de mucosas.

2.1. Vacuna DTP

La vacuna difteria-tétanos-pertussis fue la primera vacuna combinada, introducida
hace mas de 65 afios, y protege contra las enfermedades causadas por las tres
bacterias Corynebacterium diphtheriae, Clostridium tetani y Bordetella pertussis,
respectivamente (Edwards y Decker, 2004). Se ha reconocido desde el desarrollo
de la vacuna contra la tos ferina que, a diferencia del efecto protector de toxoides
diftérico y tetanico, la vacunacion con anatoxina de tos ferina por si sola no era
suficiente para la inmunidad Las vacunas celulares DTP contienen Bordetella
pertussis inactivada por calor o con formaldehido y toxoides de tetanico y diftérico.
Esta vacuna combinada ha sido universalmente usada en el primer afio de vida
para prevenir la morbilidad y mortalidad por tos ferina, difteria y tétanos (Figura 1)
(Higashi y col., 2009).
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Figura 1. Cobertura de inmunizacién global con tres dosis de la vacuna triple DTP en nifios (2008)
(WHO, 2010).

Las vacunas DTP difieren de un fabricante a otro en su eficacia, debido a
las diferentes cepas usadas de Bordetella pertussis para su produccién. Algunos
fabricantes suelen incluir dos cepas. Debido a ésto, aunque no coman, se han
presentado riesgos de eventos adversos severos relacionados al bomponente de
pertussis en la vacuna DTP. El riesgo de encefalopatia y convulsiones varia de
acuerdo al origen de la vacuna y de la cepa utilizada para su produccién. Estos
riesgos han sido estimados a ser 1/19,496 convulsiones por fiebre, 1/76,133

convulsiones sin fiebre y 3/106 de encefalopatia (Edwards y Decker, 2004).

2.2, Tos ferina.

La pertussis, tos ferina o coqueluche es una infeccién aguda del tracto respiratorio
causada principalmente por Bordefella pertussis, una bacteria fastidiosa gram-
negativa. Esta enfermedad, aunque puede prevenirse mediante vacunacion,
sigue siendo una de las primeras 10 causas de muerte en todo el mundo. Hoy en
dia, la morbilidad de pertussis es significante no solo en nifios menores de 1 afo
de edad, sino también en adolescentes y adultos. Se hipotetizaba que la
inmunizacion conferia inmunidad de por vida debido a la escasez de cas.os de tos
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ferina en niflos en edad escolar y adultos en periodos pre-vacuna y vacuna
temprana, sin embargo, debido a que desde la década de 1980 el nimero de
casos ha aumentado de manera constante entre los nifios pequenos,
adolescentes (11-18 afios de edad) y adultos, el principio de proteccién de por
vida después de la inmunizacion en la infancia o la tos ferina ha sido rechazado.
Ademas, adolescentes y adultos son cada vez mas reconocidos como vectores de
transmisién de B. pertussis a los nifios pequefios, que tienen el mayor riesgo de
complicaciones relacionadas con la tos ferina, hospitalizacién y la muerte (Guris y
col., 1999; von Koning y col., 2002; Hoey, 2003; Ntezayabo y col., 2003; Tanaka y
col., 2003; Leung y col., 2007; Roberts y col., 2008).

2.2.1. Tos ferina en México

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS), en sus lineamientos de integracion
de estrategias sanitarias de las naciones, promueve el disefio de esquemas de
inmunizaciones epidemiolégicamente relevantes, inmunolégicamente eficaces,
operacionalmente factibles y socialmente aceptables para cada pais (WHO,
2006).

En Meéxico, la vacunacidon masiva tiene una historia que inicié en 1973,
cuando se cre6 el Programa Nacional de Inmunizaciones, el cual establecié la
aplicacion obligatoria de cuatro vacunas: antipoliomielitica, difteria-tos ferina- -
tétanos (DPT), antituberculosa (BCG) y antisarampion, ademas del toxoide
tetanico (Tt). En 1991 se fundé el Programa de Vacunacion Universal, de los mas
completos en América Latina. Las modificaciones posteriores respondieron a las
necesidades nacionales (Hurtado y Matias 2005; Ulloa y Avila, 2008).

Recientemente la Secretaria de Salud de Nuevo Leén, México, lanz6 una
alerta epidemiolégica por un brote de tos ferina en esa entidad, al registrarse 49
casos (21 confirmados) hasta marzo de 2009, con dos muertes neonatales a
consecuencia de la enfermedad. El padecimiento se extendi6 a otros lugares del
norte del pais, como Monterrey y Tamaulipas, lo que obligé a la Secretaria de
Salud a emitir una alerta nacional, pues se notificé la muerte de al menos siete

nifios. La principal estrategia de control se orientdé a revacunar a las personas de
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entre 15 y 20 afios de edad
(http://elbiruniblogspotcom.blogspot.com/2009/03/tosferinaen-nuevo-leon-
mexico.html). Brotes como el descrito, y algunos ya documentados, obligan a
replantear estrategias en busca de mejores alternativas, como la vacunacién
materna con DPT acelular en el dltimo trimestre del embarazo
(http://www.ansa.it/ansalatina/notizie/notiziari/mexico/20090330210134851997.ht
ml. ). En 2010, debido a las 900 muertes presentadas en California por tos ferina,

Baja California ha tomado cartas en el asunto con.

2.2.2. Epidemiologia de la infeccion por pertussis.

Aunque la difteria se consideré durante muchos afios una enfermedad obligada
de la infancia con tasas de ataque en la comunidad de 80 a 100% en la época
prevacunal, en la poblacion vacunada la tasa de ataque es atn significativa: de 50
a 80%. La tasa de ataque medida es de ~40%, con variaciones significativas
seguln la edad de los expuestos: de 80 a 90% en menores de 1 afio y de 14% en
adultos mayores de 40 afos. De estos Ultimos, a pesar de darles quimioprofilaxis,
el 60% sigue presentando la enfermadad durante los primeros 15 dias, esto
debido a que tal vez el tratamiento no es funcional (Schellekens y col., 2005;
Dylag y Shah, 2008; Akinsanya-Beysolow y Wolfe, 2009). '

En relaciébn con los datos reportados de México, en 1990, Navarrete y
colaboradores (1990) describieron un brote de tos ferina en 85 pacientes en
Veracruz, a finales de 1987, con duracién de 13 semanas y el pico mas alto en
enero de 1988. La tasa de ataque en nifios de 7 a 11 meses de edad fue de 85%.
En Jalisco se estudiaron 103 casos de sindrome pseudo-pertussis, de los cuales
16.5% se diagnosticaron como tos ferina; 60% de éstos se confirmé por analisis
de laboratorio y el resto por asociacion epidemiologica. El grupo de edad mas
afectado fue el de 3 a 11 meses; 71% de los pacientes requirié hospitalizacién, la
tasa de fatalidad fue de 11.7% y se identificé contacto domiciliario en 85% de los
casos (Capuchino y col., 2005). ' _

En fechas mas recientes, Tomé Sandoval y colaboradores (2008)
estudiaron la seroprevalencia de B. pertussis aislado entre estudiantes de 12 a 15
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anos de edad y sus contactos, en 14 escuelas secundarias en la Ciudad de
México de septiembre de 2002 a marzo de 2003. Durante este periodo se
confirmé infeccion por B. pertussis en 32.8% de los 61 estudiantes con tos
persistente por mas de dos semanas; entre los 152 contactos escolares, 10.6%
fue positivo por técnica de PCR y ocho tuvieron tos prolongada. i

En todo el mundo se estima que' dcurren mas o menos de 20 a 40 millones
de casos de tos ferina, de los cuales mueren de 200.000 a 400,000 nifios. Cerca
de 90% de estas muertes ocurre en paises en vias de desarrollo.

Las razones del resurgimiento de la tos ferina y sus cambios de
epidemiologia son numerosas. Por ejemplo, la disminucién de la inmuridad con el
paso del tiempo es uno de los factores mas importantes del aumento de la
incidencia de la enfermedad entre adolescentes y adultos identificados como
fuente de infeccién para nifios no vacunados o con esquema de inmunizacion
incompleto (MMWR, 2006). En el cuadro 1 se comparan estrategias de

vacunacion con sus respectivos porcentajes de reduccién de la enfermedad.

Cuadro 1
Comparacion de disminucion de casos de pertussis de acuerdo con la s:mulaclon por
computadora de seis estrategias de vacunacion.

Porcentaje a . ) i
Estratcgia que se Porcentaje a Porcentaje a Nhmnero
de reducen los [ Que se reduce |que se reducen| necesario por
inmunizacién casos la enfermedad los casos vacunar®
hobituales moderada asintomaticos
Nu intrenicacion 83% 68% S5% N/D°
Lactantes 65% 44% 28% N/D*
Adolescantes 13% 20% 22% 853
Adgolescentes y aduttes 30% 45% 45% 2325
Estrategia "capullo™® 9% 12% 12% 444
Adolescentes y esiretegia 23% 31% 33% 605
“capullo”
Adolescent tes . adultos y 36% 50% 50% 1340
estrategia “capulio”

Modificado de van Rie A y col., 2004.
2 Para prevenir un caso (0 a 3 meses de edad).
® Vacunacién de los miembros del hogar para proteccion del recién nacido.

2.3. Aspectos relativos a la salud publica

La tos ferina es una causa importante de muerte de lactantes en todo el mundo y
continGla siendo un problema de salud publica incluso en los paises con una
QFB. Karla Sanchez Alvarez
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cobertura de vacunacién alta. Segun calculos recientes de la OMS, en 2003 se
produjeron alrededor de 17,6 millones de casos de tos ferina en todo el mundo, el
90% en paises en desarrollo, y aproximadamente 279.000 personas murieron a
causa de la enfermedad. Se calcula también que en 2003, la vacunacion contra la
tos ferina evitd en todo el mundo alrededor de 38,3 millones de casos y 607,000
muertes.

En su fase catarral inicial, la tos ferina es facilmente transmisible, con una
tasa de ataque de hasta el 90% en personas no inmunes que mantienen contacto
en el hogar con el enfermo. Los pacientes que no reciban tratamiento podran
contagiar la enfermedad durante tres semanas o mas a partir de la aparicion de
los accesos de tos caracteristicos, aunque el riesgo de transmision disminuye
rapidamente tras la fase catarral. Son poco habituales los portadores crénicos y
asintomaticos de Bordefella pertussis. El desenlace clinico de la tos ferina
depende de factores como la edad y el estado de vacunacion. Aunque la mayoria
de los casos clinicamente reconocibles de tos ferina aparecen en nifios de uno a
cinco afnos, los casos notificados de la forma grave de la enfermedad y de
fallecimientos corresponden prihcipalmente a lactantes de muy corta edad no
inmunes. En nifios de mayor edad, adolescentes y adultos, la tos ferina no suele
detectarse debido a que con frecuencia se desarrolla de forma atipica. Sin
embargo, los grupos de poblacién de mayor edad constituyen una fuente
importante de infeccion de los lactantes vulnerables. ‘

Antes de que las vacunas tuvieran una amplia disponibilidad, la tos ferina
era una de las enfermedades infantiles mas comunes. En los paises
industrializados, su incidencia anual media era del orden de 150 a 200 casos por
cada 100,000 habitantes. Tras las campafias masivas de vacunacién contra la tos
ferina realizadas durante las décadas de 1950 y 1960, se produjo una reduccion
espectacular (superior al 90%) de la incidencia y mortalidad de la enfermedad en
los paises industrializados. La vacuna antitosferinica (en combinacion con los
toxoides de la difteria y el tétanos) ha formado parte del Programa Ampliado de

Inmunizacion de la OMS desde su concepcion en el afio 1974. Desde finales de la
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década de 1980, han sido vacunados contra la tos ferina alrededor del 80% de los
lactantes de todo el mundo.

Pese a su prevencion eficiente de la enfermedad clinica, la vacuna afecta
escasamente a la circulaciéon de B. pertussis, incluso en paises con una cobertura
de vacunacién alta. Los nifios no inmunizados y las personas de mayor edad con
inmunidad debilitada pueden convertirse en reservorios de la infeccion y transmitir
ocasionalmente B. pertussis a lactantes de corta edad no inmunizados. Ademas,
la cantidad considerable de adolescentes y adultos vulnerables hace posible la
aparicién de brotes de tos ferina, aunque una cobertura de vacunacién alta puede
prolongar los intervalos entre brotes. De este modo, en grandes ciudades de
Inglaterra y Gales, los intervalos entre epidemias de tos ferina aumentaron de
entre 2 y 2.5 afos en la década de 1950 a 4 afos tras la vacunacion
antitosferinica a gran escala de las décadas de 1960 y 1970.

Durante la década de 1990, se observdé en muchos paises industrializados
un cambio significativo del perfil epidemiolégico: aumenté la incidencia de tos
ferina en nifios en edad escolar vacunados anteriormente con vacunas
antitosferinicas de células enteras o acelulares, asi como en adolescentes y
adultos. En Finlandia, por ejemplo, donde la cobertura nacional de inmunizacion
es del 98%, la incidencia de tos ferina en el grupo etario de 10 a 16 afios paso en
el periodo de 1995 a 1999 de 30 a 60 casos por 100,000. La transmisién por los
grupos de poblacibn de mayor edad probablemente explique el aumento
simultaneo, de 30 a 150 casos por 100,000, de la incidencia de tos ferina en
lactantes de corta edad del pais. Otros paises europeos, asi como Australia, el
Canad3, el Japon y los Estados Unidos, han notificado observaciones similares.
Aunque el cambio del perfil epidemiolégico es evidente en algunos paises, en
otros podria deberse, al menos en parte, a las crecientes tasas de deteccion de la
tos ferina en adolescentes y adultos junto a la mejora del diagnéstico de la
enfermedad en laboratorio y de su vigilancia y notificacién (WHO/WER, 2005).
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Figura 2. Reporte anual global de incidencia de tos ferina y cobertura de vacunacién (vacuna
triple DTP) en el periodo 1980-2008 (WHO, 2010).

2.4. El agente patégeno y la enfermedad

B. pertussis, el agente causal de la tos ferina, es un pequefio cocobacilo
gramnegativo de cultivo exigente con afinidad exclusiva por las mucosas de las
vias respiratorias humanas. Ocasionalmente, otros agentes infecciosos, en
particular B. parapertussis, pueden producir enfermedades parecidas a la tos
ferina. Por lo tanto, es importante confirmar en laboratorio los casos clinicamente
sospechosos, especialmente para el diagnéstico de casos indice. Las especies
del género Bordetella pueden alterar su estado fenotipico en funcién de las
condiciones ambientales, y los factores de virulencia pueden manifestarse de
diferentes modos. Estos factores incluyen la toxina pertisica (PT), la
hemaglutinina filamentosa (FHA), la pertactina (PRN), las fimbrias (FIM), la
hemolisina adenilato ciclasa (AC), la citotoxina traqueal (TCT) y la endotoxina
bacteriana de B. pertussis. Las adhesinas, como la FHA, la PRN y las fimbrias,
facilitan la unién a las células hospederas destinatarias, y la PT, la TCT y la AC
permiten a la bacteria destruir el tegumento epitelial y eludir el sistema inmune del
hospedero. No obstante, atin no se comprende plenamente la patogenia de la tos

ferina.
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A lo largo del tiempo, se han observado pequefios cambios en las
secuencias gendémicas de la PRN y PT bacterianas. Existe preocupacién por la
posible pérdida gradual de eficacia de las actuales vacunas antitosferinicas
debido a la deriva antigénica (driff) y a la seleccion continua de las clonas menos
sensibles a la vacuna, aunque esto no se ha corroborado hasta ahora. Asimismo,
parece que la resistencia creciente de este patdgeno a los antibiéticos evoluciona
muy lentamente.

La respuesta inmune inicial generada por los anticuerpos puede limitar la
colonizacién del organismo por las bacterias y reducir al minimo los dafios
ocasionados por las toxinas bacterianas en las células epiteliales y del sistema
inmune, pero no hay una correlacién alta ni con el tipo ni con la concentracion de
anticuerpos. Los anticuerpos maternos no parecen proteger a los recién nacidos
frente a la tos ferina grave. En lactantes y nifios de corta edad, la respuesta
celular se produce preferentemente por las células Th1, mientras que en los nifios
de mayor edad y los adolescentes intervienen, al parecer, tanto células de tipo
Th1 como de tipo Th2 que es una respuesta humoral.

Las personas infectadas transmiten la B. perfussis a las personas
vulnerables por la via aérea. Tras un periodo de incubacién de entre 7 y 10 dias,
los enfermos desarrollan sintomas catarrales, incluida la tos. En el transcurso de
una o dos semanas, puede aparecer la tos convulsiva con el caracteristico silbido
final. En los casos tipicos, la tos es especialmente fuerte por las noches vy
frecuentemente acompanada de vémitos. En los lactantes de corta edad, la tos
ferina puede provocar Unicamente apnea y cianosis, mientras que en los
adolescentes y adultos, una tos persistente y poco comin puede ser la Unica
manifestacion de la enfermedad. Las distintas fases de la enfermedad (catarral,
convulsiva y de convalecencia) pueden durar en total de uno a varios meses.
Entre el 5 y al 6% de los enfermos de tos ferina sufren complicaciones, mas
frecuentemente los lactantes menores de 6 meses. El problema mas destacado
es la bronconeumonia (5.2%), con una mortalidad relativamente alta. La
incidencia de encefalopatia asociada a la tos ferina es de 0.9 casos por 100,000.
En los paises industrializados, la tasa de letalidad de la tos ferina es muy baja

QFB. Karla Sanchez Alvarez
13



INTRODUCCION
“
(inferior a 1/1000), pero se calcula que la letalidad promedio en los paises en
desarrollo es del 3.9% de los lactantes y el 1% de los nifios de uno a cuatro afios
(WHO/WER, 2005).

2.4.1. Aspectos moleculares de la patogénesis de B. pertussis.

El género Bordefella contiene una gran cantidad de especies patogénicas
generalmente asociadas con infecciones del tracto respiratorio superior en
animales de sangre caliente. Bordetella pertussis es el agente etiolégico de la tos
ferina, Bordetella parapertussis provoca un sindrome leve parecido a la tos ferina,
mientras que Bordetella bronchiseptica se aisla raramente de humanos,
esencialmente solo de pacientes severamente inmunocomprometidos. B.
pertussis y B. parapertussis son tipicamente patégenos de humanos, aunque B.
parapertussis ha sido también encontrada en ovejas. Por otro lado, B.
bronchiseptica es encontrada en muchas especies de mamiferos, en los cuales
por lo general permanece silenciosa. Estas 3 especies de Bordefella tienen
secuencias de ADN muy similares, aunque los cromosomas de B. parapertussis y
B.' bronchiseptica son aproximadamente 1Mb mas largos que los de B. pertussis.
El entendimiento de los mecanismos moleculares de la patogénesis de Bordetella
es cada vez mayor, especialmente para B. pertussis. Desde su descubrimiento
en 1960 por Bordet y Gengou, B. pertussis clasicamente ha sido considerada
como un patégeno extracelular, sin embargo, durante la Gltima década se ha
comprobado que también puede sobrevivir dentro de una variedad de tipos de
células eucariotas, incluyendo macréfagos y células epiteliales (Ewanowich y col.,
1989; Bordet y Gengou, 1909 Porter y col., 1994; Stibitz y Yang, 1997; Locht,
1999).

B. pertussis coloniza el epitelio respiratorio por medio de la accién potentes
factores de virulencia, tales como la PT, PRN, FIM, FHA, AC y TCT. Estos
factores permiten a la bacteria unirse y dafiar el epitelio de las vias respiratorias e
interfiere con la actividad normal respiratoria, dando como resultado
complicaciones serias y a veces la muerte (Bassinet y col., 2000; Carbonetti y
col., 2005; Matoo y Cherry, 2005; Poolman y Hallander, 2007).
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Los factores de virulencia de B. pertussis estan divididos tipicamente en 2
categorias principales: adhesinas y toxinas. La mayoria son proteinas y la
expresion de sus genes estructurales estad regulada coordinadamente a nivel
transcripcional en respuesta a sefiales del ambiente (Lacey, 1960; Locht, 1999).

2.4.2. Adhesinas.

2.4.2.1. Hemaglutinina Filamentosa (FHA).

Es la adhesina mejor estudiada en B. pertussis. Esta es producida como un
precursor de 370 kDa codificado por el gen fhaB. El precursor FhaB sufre un

procesamiento proteolitico en el N-terminal y en el C-terminal, resultando una
FHA madura de 220 kDa (Locht y Antoine, 1995; Renauld-Mongénie y col., 1996;
Locht, 1999). El modelo estructural de la FHA madura, basado en microscopia
electronica de alta resolucién y mediciones de dicroismo circular, ési como
predicciones de la estructura secundaria, es una molécula monomérica
filamentosa de aproximadamente 50 nm de longitud y plegada como una horquilla
(Makhov y col., 1994; Locht, 1999). Tiene la forma de una barra con un didmetro
de 4 nm y contiene en un extremo una estructura globular formada por los
extremos N-terminal y C-terminal de la molécula.

La region N-terminal de la molécula precursora contiene un péptido senal
no ortodoxo (Jacob-Dubuisson y col., 1996; Locht, 1999), y consta de 2 partes; la
primera parte, la extension N-terminal es homdloga a los extremos N-terminales
de muchos otros precursores de adhesinas de organismos Gram-negativos. Su
funcién es desconocida. Este es seguido por una secuencia con las
caracteristicas de un tipico péptido sefal, sugiriendo que el precursor de FHA es
trans.portada a través de la membrana citoplasmica por un sistema clasico Sec.
El residuo N-terminal de la FHA madura es piroglutamato, un residuo de
glutamina modificado (Lambert-Buisine y col., 1998, Locht, 1999).

La regiéon N-proximal de la FHA madura es homéloga a un dominio
encontrado en varias hemolisinas y otras adhesinas de patégenos Gram-
negativos. Este dominio de aproximadamente 120 residuos es esencial para la
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translocacion de FHA a través de la membrana externa (Jacob-Duibisson y col.,
1996; Locht, 1999). ‘ ,

La secrecion de FHA requiere de una proteina accesoria localizada en la
membrana externa. Esta proteina, la FhaC, és homéloga a las proteinas
accesorias involucradas en la secrecién de hemolisinas y adhesinas de otros
microorganismos que contienen un dominio N-proximal homélogo a FHA (Willems
y col., 1994; Locht, 1999). ‘

FHA ha sido considerada como la principal adhesina de B. pertussis
(Thomas y col., 1989; Lotch, 1999). Esta es altamente inmunogénica, con 2
regiones inmunodominantes principales, identificadas como dorninio tipo | y
dominio tipo Il. EI dominio tipo | en el carboxilo terminal, el cual contiene la
mayoria de los epitopos reactivos, parece ser mas inmunodominante que el N-
terminal tipo Il (Di Tomasso y col., 1991; Leininger y col., 1997; Wilson y col.,
1998; Zhao y col., 2008).

2.4.2.2. Pertactina (PRN).
Proteina de membrana externa con un peso molecular aparente de 69 kDa. El
gen estructural, prn, codifica una proteina de 94 kDa la cual es transportada

dentro del periplasma por un mecanismo de secrecion dependiente de péptido
sefal. Este después sufre un procesamiento proteolitico resultando la remocion
de una region de 30 kDa de la regiéon C-terminal (Charles y col., 1989; Holland,
1998). |

La estructura de la pertactina ha sido determinada mediante cristalografia.
(Emsley y col.,, 1996). Se trata de un monémero conformado por 16 cadenas
paralelas que forman una B hélice. Varias colas sobresalen del nicleo de la B
hélice. Estas colas han sido asociadas con las actividades biolégicas de la
pertactina. Una secuencia de Arg-Gly-Asp involucrada en la unién de la pertactina
a las células del huésped, en particular a las integrinas en la superficie de células
epiteliales, esta localizada adyacente a una de estas colas que contienen
repetidos ricos en prolina (GGXXP). La region C-terminal de la pertactina
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contiene repetidos ricos en prolina (PQP)s, los cuales son los epitopos protectivos
principales de la proteina.

La PRN es polimérfica entre las especies de Bordetella, alin entre
diferentes cepas dentro de una misma especie (Mooi y col, 1998). B.
parapertussis y B. bronchiseptica producen pertactinas con pesos moleculares
ligeramente diferentes, 70 y 68 kDa, respectivamente (Li y col., 1992). Estas
diferencias se atribuyen principalmente a diferencias en el nimero de copias de

los repetidos ricos en prolina.

2.4.3. Toxinas.
2.4.3.1. Toxina pertusica (PTx).
La toxina pertlsica consta de 5 subunidades diferentes, llamadas S1 hasta S5, de

acuerdo a la disminucién de sus pesos moleculares y estan arregladas en una
estequiometria 181:152:153:254:1S5 (Tamura y col., 1982). Las subunidades,
de la S2 a la S5 forman la fraccién B de la toxina, la cual es responsable de la
interaccion de la toxina con los receptores de la célula blanco. La subunidad Sf1,
también llamada el promotor A, tiene actividad enzimatica que es responsable de
la mayoria de las actividades biolégicas. PTx es por lo tanto un miembro del
grupo de proteinas de toxinas bacterianas A-B. ‘

S1 tiene actividad ADP-ribosiltransferasa usando NAD como donador de ADP
y activa una transduccién de sefiales mediadas por proteinas G. El mecanismo
molecular de la toxina puede ser dividida en 3 etapas:

1) Unién de la toxina los receptores de la célula blanco via el oligomero B.

2) Translocacién de membrana de la subunidad S1 dentro del citosol.

3) Actividad ADP-ribosiltransferasa por la subunidad S1 translocada.

Como consecuencia, se incrementa la producciéon de AMPc alterando las vias
metabdlicas principales, pero sin causar la muerte celular. Dependiendo del tipo
de célula, la toxina puede tener una variedad de efectos fisiolégicos, tales como
sensibilizacion de histaminas, activacion de la secrecién de insulina, o linfocitosis
(Mufioz, 19895). '
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Todas la subunidades de la toxina son transportadas a través de la membrana

interna, usando un péptido sefial. Después de remover estos péptido seiial, las

subunidades se ensamblan en una estructura holotoxina dentro del periplasma, y

la toxina completamente ensamblada es secretada dentro del medio de cultivo de
B. pertussis (Weiss y col., 1993; Locht, 1999).

2.5. Vacunas antitosferinicas.

En la década de 1940 y 1950, vacunas de células completas de pertussis (CP)
que contenian .bacterias completas muertas o vivas atenuadas, fueron
introducidas al mercado. Estas vacunas provocaron un dramatico decremento en
la incidencia de pertussis y complicaciones asociadas a pertussis. Sin embargo,
preocupaciones acerca de la reactogenicidad de las vacunas CP y avances en la
tecnologia de las vacunas llevaron a la introducciéon de vacunas acelulares (AP).
Estas vacunas contienen un nimero limitado de proteinas especificas de B.
pertussis (Cherry y col., 1998; Storsaeter y col., 1998, Storsaeter y col., 2'003).

En paises donde las vacunas CP o AP de eficacia probada han sido
usadas por afios, la incidencia reportada de pertussis entre lactantes y nifos
pequenios ha disminuido dramaticamente. Aunque la vacunacién masiva ha
reducido la incidencia y transmision de pertussis en todo el mundo en la poblacién
infantil, un gran numero de paises con alta cobertura de vacunacién han
reportado un incremento en pertussis entre niflos mayores, adolescentes y
adultos (Matoo y Cherry, 2005; Pooiman y Hallander, 2007).

2.5.1. Vacunas antitosferinicas de células completas

Las vacunas antitosferinicas de células completas son suspensiones de células
de B. pertussis que han sido inactivadas, normalmente con formol. Los diferentes
fabricantes de vacunas antitosferinicas de células enteras emplean métodos de
produccién ldiferentes, por lo que este grupo de vacunas es relativamente
heterogéneo. Cada lote de la vacuna debe superar una evaluacién de éu potencia
(prueba de proteccién inmunitaria en ratones), un analisis de su toxicidad (prueba

de incremento de peso en ratones), un control de su esterilidad y un andlisis de su
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opacidad para excluir las vacunas con un exceso de bacterias. La mayoria de las
vacunas antitosferinicas de células enteras sélo se comercializan en combinacién
con los toxoides diftérico y tetanico. Todas las vacunas antitosferinicas de células
enteras (o DTwP) contienen un adyuvante de sal de aluminio, y en la mayor parte
de los casos, el conservador tiomersal. Estas vacunas no deben congelarse, sino
almacenarse entre 2 y 8 °C. Todas las vacunas antitosferinicas de células
completas tienen una caducidad de entre 24 y 36 meses.

| La inmunizacidon con vacunas antitosferinicas de células completas se
asocia con frecuencia (en 1 de cada 2 a 10 inyecciones) con reacciones adversas
leves como eritema y tumefaccion local, fiebre y agitacién. El llanto prolongado y
las convulsiones son menos comunes (menos de un caso de cada 100), mientras
que los episodios hipotdnicos-hiporreactivos son escasos (menos de un caso de
cada 1000 a 2000). Las investigaciones exhaustivas realizadas no han confirmado
la sospecha de que la vacunacion contra la tos ferina podria inducir encefalopatia.
Las reacciones locales tienden a aumentar con la edad y el nimero de
inyecciones, por lo. que no se recomienda el uso de vacunas antitosferinicas de

células completas para la inmunizacién de adolescentes y adultos.

2.5.2. Vacunas antitosferinicas acelulares

Las vacunas antitosferinicas acelulares contienen la toxina inactivada de la tos
ferina, bien por separado o en combinacidon con otros componentés de B.
pertussis, como la FHA, los antigenos fimbriales y la PRN. Las vacunas actuales
se diferencian unas de otras por la cepa'bacteriana, el nimero y la cantidad de
componentes, los métodos de purificacidn y destoxificacién, los adyuvantes,
excipientes y conservadores, como el tiomersal, empleados.

Las mejores vacunas antitosferinicas acelulares han mostrado una eficacia
protectora similar a la de las mejores vacunas antitosferinicas de células
completas (superior al 85%). Aun se debate si las vacunas antitosferinicas
acelulares monovalentes (que contienen unicamente la toxina inactivada de la tos
ferina) y bivalentes (que contienen dicha toxina en combinacién con la FHA) son

igual de eficaces que las vacunas antitosferinicas acelulares polivalentes (que
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contienen de 3 a 5 componentes). No obstante, todas las vacunas antitosferinicas
acelulares con autorizacién de comercializacion han demostrado ser muy eficaces
para controlar la tos ferina en lactantes y nifios de corta edad siempre y cuando
se consigan alcanzar las tasas de cobertura adecuadas (superiores al 90%). En
principio, deberia administrarse el mismo tipo de vacuna antitosferinica acelular
en toda la serie primaria de vacunacion. Independientemente del nimero de
componentes presentes en la vacuna, la frecuencia de acontecimientos adversos
tras la vacunacién primaria con vacunas antitosferinicas acelulares no difiere de la
observada en el grupo tratado con placebo o tras la inyeccién de toxoides DT
unicamente. Sin embargo, después de la serie primaria, tiende a aumentar la
frecuencia y gravedad de las reacciones locales con cada dosis sucésiva de
DTaP. Tras la cuarta y quinta dosis de DTaP, se ha notificado la tumefaccién
benigna y transitoria de la extremidad entera en hasta un 2.7% de los vacunados,
aunque en la mayoria de los estudios esta complicacion es infrecuente (inferior al
1%). Se desconoce la contribucion relativa de los distintos componentes de la
DTaP a esta tumefaccién. Con el objeto de reducir la reactogenicidad de las
inyecciones de refuerzo administradas a adolescentes y adultos, se han
formulado vacunas antitosferinicas acelulares con una concentraciéon reducida de
antigeno.

Existen vacunas comercializadas que contienen un componente
antitosferinico acelular combinado con algunos o todos los componentes
siguientes: toxoides diftérico y tetanico, poliomelitis (Hib), antigenos de virus de la
hepatitis B (HepB) y antigenos de (Hepatitis B) y antigenos del virus de la
influenza tipo B (IPV).

La poliomelitis (Hib) es una enfermedad producida por un poliovirus, es un
enterovirus que se divide en tres tipos antigénicos: 1, 2 y 3; los tres pueden
provocar paralisis, pero el tipo 1 lo hace con mayor frecuencia, el tipo 3 en menor
medida, y el tipo 2 rara vez. La mayoria de las epidemias se deben al poliovirus
de tipo 1. Los casos relacionados con la vacuna, que contiene los tres tipos de
virus, generalmente son producidos por los tipos 2 6 3 (PAHO, 2005). La
hepatitis B (HepB) es una enfermedad comun infecciosa del higado causada por
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el virus de la hepatitis B (HBV) que afecta a millones de personas en todo el
mundo. El virus HBV es un virus envuelto que contiene DNA de doble cadena,
circular, y es clasificado dentro de la familia de los hepadnavirus (WHO, 2002).

La bacteria Haemophilus influenzae tipo b (Hib) es una de las principales
causas de infeccién en lactantes y nifios pequefios, mientras que en los adultos
es poco frecuente la manifestacién grave de la enfermedad. En las. regiones
donde se ha estudiado detenidamente, esta bacteria suele ser la causa
fundamental de meningitis bacteriana aguda en lactantes y en nifios menores de 5
anos, lo que representa entre un tercio y la mitad de todos los casos de meningitis -
bacteriana en este grupo de edad (OMS, 2002).

Cabe mencionar que estas vacunas son caras y son aplicada_s por via
parenteral, siendo estas limitantes para su aplicacién en paises en vias de
desarrollo o en paises muy pobres.

Existen ya fusiones genéticas de varios epitopos de B. perfussis que
pueden conducir al desarrollo de vacunas basadas en proteinas de fusion

multiepitopo, las cuales podrian ser mas eficaces.

2.6. Plantas transgénicas para la produccion de nuevas vacunas.

La fabricacién de vacunas y productos terapéuticos en plantas se refiere a los
productos proteinicos con aplicaciones clinicas o veterinarias producidas en
sistemas de expresién de proteinas recombinantes en plantas. Estos sistemas se
pueden dividir en aquellos que utilizan la tecnologia transgénica nuclear, la
tecnologia de cloroplastos transplastomicos y la tecnologia viral de plantas (Figura
3). En todos los casos, los antigenos o terapéuticos se expresan en tejidos
vegetales, de donde pueden ser purificados o el tejido vegetal puede ser
procesado de tal manera que puede aplicarse por via tépica 0, mejor aun, por via
oral. La principal ventaja de los sistemas de expresion en plantas frente a otros
sistemas de produccién de vacunas es el bajo costo de fabricacion. Los
fermentadores y biorreactores pueden ser reemplazados por cuartos de camaras
de crecimiento para plantas o invernaderos o plantas que se pueden cultivar en el
campo con estrategias de contencién apropiada de genes foraneos, tales como la
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herencia materna o la esterilidad masculina o la expresion en tejidos vegetales
cosechados antes de la aparicién de cualquier estructura reproductiva. Esto
deberia conducir a la reduccion de costos. En el caso de vacunas orales
producidas en plantas y terapéuticos, los costos de procesamiento también se

reducen (Daniell y col., 2009).
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Al igual que con otros sistemas eucariotas, las vacunas producidas en
plantas permiten la introduccién de modificaciones post-traduccionales El
plegamiento correcto y la formacion de enlaces disulfuro ocurre en los
cloroplastos (Davoodi-Semiromiy col., 2009) o en el reticulo endoplasmico (RE)
(Moravec y col., 2007). Las modificaciones adecuadas de lipidos de vacunas de
antigenos han sido también observadas en cloroplastos (Glenz y col., 2006). Las
proteinas terapéuticas no son glicosiladas en los cloroplastos pero son
glicosiladas cuando son dirigidas al RE, y aunque los patrones de glicosilacién no
son idénticos a los sistemas de mamiferos las proteinas producidas en plantas
han demostrado ser funcionales, ya que son reconocidas.como antigenos, son
inmunogénicas e inducen inmunidad protectora. Aunque numerosas proteinas
terapéuticas han sido expresadas en células vegetales (Tablas 1-3) varios
desafios contindan. El silenciamiento de transgenes en plantas transgénicas
nucleares requiere investigacion futura y mejoras. Dentro de las mejoras, se ha
trabajado en la contencién de transgenes para facilitar la producciéon en campo de
vacunas o productos biofarmacéuticos cuando son expresados a través del
genoma nuclear.

Es bien sabido que el nivel de expresidn varia en funcién de la etapa de
desarrollo de las hojas, la hora del dia y las secuencias reguladoras utilizadas, ,
subrayando la importancia de la etapa de desarrollo de las plantas y el tiempo de
cosecha. Lo mas importante es lograr la consistencia de los niveles de expresion
del transgén en lotes diferentes, lo cual es un reto importante. Por lo tanto, las
hojas cosechadas deberian ser homogeneizadas y el nivel de proteina terapéutica
debe ser determinado para cada lote cosechado. Hay pocos estudios sobre la
determinaciéon de la estabilidad de las proteinas terapéuticas después de la
cosecha, procesamiento y almacenamiento por lo que mas investigaciones deben
hacerse al respecto.

En las dltimas dos décadas, vacunas de antigenos expresadas en el
genoma nuclear de plantas, han tenido respuestas adecuadas de
inmunoglobulinas y han conferido proteccién al momento de la entrega oral
(Arntzen, 2008; Yusibov y Rabindran, 2008), pero ninguna vacuna basada en
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plantas transgénicas ha ido mas alla de la fase | de ensayos clinicos (Yusibov y

Rabindran, 2008). Sin embargo, al menos 2 productos terapéuticos desarrollados

por Biolex

(http:/ivww.biolex.com)

y  Protalix

(http://iwww.protalix.

com) estan en las Fase Il y Fase Il (Shaaltiel y col., 2007; Aviezer y col., 2009).

Tabla 1. Vacunas de antigenos recientes expresadas a través del genoma

nuclear de plantas reportan inmunogenicidad o proteccion.

Vacunas de Sistemas
antigenos para de
humanos

expresidn

Niveles de
expresion

Evaluacion funcional

Referencia

‘Antigenos bacterianos -

Zanahoria

Subunidad B de

la toxina

enterotoxigénica

termolabil de

E.coli (LTB) Soya

0.3% PTS

2.4% PTS

Inmunogénica y protectora

contraelretoa CT

Inmunogénica y proteccion
parcial contra el reto LT en

Rosales y
col. (2008)

Moravec y
col. (2007)

ratones

Hepatitis B - s

Antigeno de Arro'zv

superficie del

virus de la

Hepatitis B

fusionado con el Alfalfa

epitopo preS1

31.5 ug/g PS

0.06-0.28%
PTS

Inmunogénica por
administracién intraperitoneal
a ratones

Inmunogénica en ratones y
las crias desarrollaron diarrea
menos severa después del
reto con rotavirus SA-11 de
simio, lo que indica que los
anticuerpos generados en las

Quian >y”co'l>.'
(2008)

Dong y col.
(2005)

—

QFB. Karla Sanchez Alvarez

24



INTRODUCCION

crias brindaron proteccién
pasiva

Prbteina dela Fruto del 8%y 0.4% Permlte respuesta sistémica Zhang y col. ‘
capside del virus tomate y PTS de anticuerpos y de mucosas | (2006)
Norwalk (PCVN) papa en ratones después de su

admlntstraCIén oral

Tejidé deﬂ 'Inmunogémca 'y brotectora en Métt y col. "

Anfféenoé I£1 y

LerV de Yersinia hojas de monos contra Y. pestis (2007)
pestis tabaco después de la inyeccion

subcutanea

PTS: Proteina Total Soluble
PF: Peso Fresco

Tabla 2. Biofarmacéuticos expresados en plantas via nuclear.

Proteina Sistema de Niveles de Evaluacion final Referencia
farmacéutica expresion expresion

us EF su&n fue %
similaeallathGH:
- recomblnante deéE

Interleucina 12 Hojas y frutos de | 2.7-7.3y 1-3. 4 Blologlcamente Gutiérrez-Ortega
(IL-12) de ratén tomate Hg/g PF activain vitro. Las |y col. (2005)
plantas que
produjeron mlL-12
indujeron la
secrecion de IFN-y
encélulas T
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Factor de Soya
crecimiento
basico de
fibroblastos
humano (bFGF)

Ensayos de
proliferacién
demostraron la
actividad del
bbFGF en células
3T3 de Balb/c de
manera dosis-
dependiente,
indicando actividad
bioclégica similar al
bFGF nativo

f)ing y col.
(2006)

Factor Tabaco
estimulador de
colonias de
macréfagos

(M.CSF) 1

.Proteln

Tabaco
(transitoria)

IA-2 humano (1A-
2ic), un

R

‘ P'rotel:n

M-CSFsR ’d'erlvédo
de planta inhibe la
formacion de

colonias de células

a |1A-2ic de
origen vegetal es

(2006)

(2007b)
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autoanticuerpo
asociado con la
diabetes

especificamente
reconocido por los
autoanticuerpos
humanos |A-2ic

PTS: Proteina Total Soluble

Tabla 3. Vacunas funcionales de antigenos y proteinas biofarmacéuticas

expresadas en el genoma de cloroplasto.

Sistema de
expresion

Antigenos de
la vacuna

~Antigenc

Niveles de
expresion

Evaluacion final

Referencia

Té)"(i.na tetanica Tabaco

18-27% y 7-10
% PTS

Ratones desarrollaron
respuesta inmune
sistémicay
sobrevivieron al reto
con la toxina tetanica

Tregoning y col.
(2005)

Enterotoxina B Tabaco

de E. coli (LTB)

2.3% PTS

A

Ensayo de unién del
gangliésido GM1; la
inmunizacion oral
protegié parcialmente
a los ratones del reto
con CT

Rosales-

Mendoza y col.
(2009)

‘ Hojas de tabaco,
semillas

0.63-1.09 ng,
0.015-0.018

ng/ug

Respuesta inmune en
ratones

Zhou y col.
(2006)

£2)

‘(Virus del Tabaco
Papiloma

Humano (L7)

20-26% PTS

§

34

Respuesta inmune
sistémica en ratones
después de la
inyeccién
intraperitoneal y

Fernandez-
SanMillan y col.
(2008)
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anticuerpos
neutralizantes fueron
detectados.

7% PTS Respuesta inmune Chebolu
sistémica en ratones

TR,
ero

Aﬁtoanticuerpos

Proteinas biofarmacéuticas

Antitripsina alfa Tabaco 2% PTS

piiti

Activida:i completa y Nadai y col.
1 humana union a la elastasa (2008)
(A1A :

7

"PTS: Proteina Total Soluble

2.6.1. Sistemas de expresién de vacunas recombinantes en plantas.
En los ultimos 15 afios, un nimero creciente de grupos de investigacién en todo el
mundo han investigado extensivamente a las plantas como fabricas para la
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produccion de vacunas. Las plantas proveen muchas ventajas sobre los sistemas
recombinantes de mamiferos, incluyendo la ausencia de contaminacion potencial
con virus y priones, una capacidad escalable mucho mas alta y costos muy bajos
de produccién a gran escala).

Existen 2 estrategias principales para la produccion de vacunas en plantas:

transformacion nuclear estable y la transformacién de cloroplastos.

2.6.1.1. Transformacion nuclear estable.

La transformacion nuclear provoca la integracién de ADN recombinante dentro del
genoma nuclear de las células vegetales. ElI ADN puede ser transferido dentro de
las plantas ya sea por métodos directos o indirectos, dependiendo de las especies
a las que va dirigida. El método directo involucra un patégeno natural de plantas,
Agrobacterium tumefaciens, el cual puede infectar eficientemente células
vegetales de la mayoria de de especies de dicotiledéneas y algunas
monocotiledéneas, llevando el ADN recombinante dentro de las células de las
plantas y dirigiéndolo al nicleo para su integracion cromosomal en sitios al azar
(Zambryski, 1988). Agrobacterium tumefaciens es una bacteria Gram negativa del
suelo que infecta a una gran cantidad de plantas dicotiledéneas y algunas
monocotiledéneas. La infeccidén por esta bacteria comienza en una herida en la
planta. Las cepas virulentas de A. tumefaciens contienen un plasmido de
aproximadamente 200 kb denominado Ti (Tumor-inducing). El plasmido Ti
presenté dos regiones importantes: por un lado, la region vir (regién de virulencia)
de cerca de 35 kb, es responsable del procesamiento y transferencia del T-DNA,
ya que codifica para funciones de corte, extension, transferencia e integracion del
T-DNA al genoma de la célula receptora. Por otro lado, la regién T es un
segmento de 23 kb (comprende entre 8 y 13 genes) y corresponde al segmento
de ADN que se transfiere al genoma vegetal. Esta regién esta flanqueada por dos
secuencias repetidas de 25 pb, llamados borde derecho y borde izquierdo, que
son indispensables para su transferencia (Argiello-Astorga y Herrera-Estrella,
1994).
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Cuando la planta se expone a la colonizacién bacteriana, se desencadena
una serie de eventos, como unién a la célula vegetal, transferencia del T-DNA,
integracion al genoma de la célula y la expresion de las funciones codificadas por
el ADN transferido. La activacién de los genes vir trae como consecuencia el
desprendimiento de los bordes de la regidbn T y la incorporacién de este al
genoma de la célula receptora. La agrobacteria es un excelente vector capaz de
transferir parte de su genoma a las células vegetales, se convierte en un
excelente vector para transferir genes de interés a plantas, insertando Ia
secuencia de DNA especifica entre los bordes de la region T (Zambryski, 1992).

Sin embargo, algunas especies de plantas de importancia agronémica (la
soya y la mayoria de los cultivos de cereales, por ejemplo) son dificiles de
transformar por Agrobacterium; para estas plantas el método de transferencia
directa de ADN, llamado “biobalistica” o bombardeo de microproyectiles, es
frecuentemente utilizado (Figura 2) (Sanford y col., 1993). La biobalistica causa
que el ADN transferido se integre al azar en el genoma nuclear, y multiples
inserciones podrian ocurrir, incrementando la probabilidad de la expresiéon de
genes inestable, el silenciamiento génico y patrones complejos de herencia de
transgenes, ademas de que el dafio fisico del tejido es mayor que en la

transformacién nuclear.

Plasmido

Genes transferidos

Gen de
resistencia a
antibidticos

Suspension / Transferencia del gen
bacteriana

Células callo
muertas . y

Medio con antibiético 4 Callos con brotes
de tallos y raices.

1 Corte 2 Exposicion de la hoja a la 3 Hoja en medio con
de agrobacteria que antibidtico que mata a las Transferencia de
hoja. transporta el gen células que no
A " h plantula a suelo para
antigénico y el gen de incorporaron los genes N
" N e F clon d formacion de plantas
rosistencia a antibiéticos. nuevos. Formaclén de maduras que expresen
callos. las proteinas
antigénicas en papa.

Figura 4. Transformacién de células vegetales mediada por Agrobacterium tumefaciens
(Langridge, 2000).
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2.6.1.2. Transformacion de cloroplastos.

Fragmentos de ADN foraneo que contienen cassettes con genes de expresion
pueden también ser introducidos dentro de los cloroplastos por el bombardeo con
el método llamado biobalistica e integrarse dentro del genoma de cloroplastos por
recombinacién homoéloga (Svab y Maliga, 1993). Las plantas “transplastémicas”
resultantes tienen muchas ventajas sobre las plantas transgériicas nucleares. En
primer lugar, el alto nUmero de copias del genoma de cloroplastos en las células
vegetales provee el potencial de una alta expresion de proteinas recombinante.
También, el genoma de cloroplastos es de herencia materna er la mayoria de las
plantas, minimizando la posibilidad del flujo génico indeseado a través del polen
(Daniell y col., 2002).

En general, la transformacién de . cloroplastos para la expresion de
proteinas de interés terapéutico se presenta como una alternativa importante en la

mejora de la produccion de proteinas recombinantes (Sytnik y col., 2005).

2.6.1.2.1. Biobalistica.

El bombardeo con microparticulas para la introduccién de ADN en las células fue
una técnica desarrollada en 1987 por Sanford y sus colaboradores que le dieron
el nombre de “biolistica”, o bien, balistica biolégica. El sistema consiste en
disparar microparticulas de aproximadamente 1 um de- diametro, cubiertas con
ADN hacia tejidos o células vegetales (Rusell y col,, 1992). En los primeros
experimentos se usaron particulas de tungsteno aceleradas con un dispositivo a
base de polvora (Klein y col., 1988). El dafio celular es uno de los principales
factores que difidultaron, la recuperacién de plantas con transformacion estable,
ya que tanto el trauma fisico causado por el impacto del gas y el choque acustico
como la toxicidad del tungsteno contribuian a este dafio celular y reducian la
eficiencia de la transformacién. La técnica fue mejorada usando particulas de oro
y un acelerador de particulas con flujo de helio (Rusell y col.,, 1992; Kim y
Minamikawa, 1996). Esta metodologia de transformaciéon tiene ciertas

limitaciones. Algunos tejidos oponen una resistencia natural a la penetracion de
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las particulas, dada por cuticulas endurecidas o paredes celulares lignificadas. Sin
embargo, el principal problema del método continta siend.o la baja relacién entre
el total de células sometidas al bombardeo y el nimero de células que logran
incorporar de manera permanente y estable la informacion genética transferida. A
pesar de esta desventaja, la versatilidad de la aceleracién de particulas para
introducir transgenes ha superado muchas de las barreras asociadas a otros
métodos de transformacion. El método de biobalistica ha sido reportado como el
mejor método de transformacion de organelos como mitocondrias y clofoplastos,
ademas de ser un método de transformacién casi universal Gtil para una gran
variedad de organismos principalmente monocotiledéneas (Daniell y col., 1999).
La biobalistica ha sido utilizada con éxito para producir plantas transgénicas a
partir de una gran variedad de tejidos vegetales, entre los que se incluyen hojas,
meristemos, embriones en desarrollo, embriones maduros, callos embriogénicos,
suspensiones celulares, entre otros. Los logros mas sobresalientes en la
generacion de plantas transgénicas por medio de este método, incluyen especies
de gran importancia econémica como son la soya, el maiz, el arroz, el sorgo, la

papaya, la cafia de azlcar, el trigo y el esparrago.

e T - 0 0000009 1
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general.

Generar plantas transplastomicas de tabaco y plantas transgénicas de lechuga
que expresen una proteina de fusiéon con epitopos multiples de la toxina pertusica,
la pertactina y la hemaglutinina (PTPFHA) y probar porteriormente su

antigenicidad in vitro.

3.2. Objetivos especificos.
o Disefiar y obtener genes sintéticos optimizados para expresion en
vegetales, que codifiquen para una proteina de fusibn que comprenda

regiones de epitopos relevantes de B. pertussis.

o Obtener los vectores funcionales para la expresion de los genes sintéticos

en nucleo y cloroplastos de lechuga y tabaco, respectivamente.

o Obtener lineas transformadas para los genes y cultivos de interés.

e Caracterizar las lineas transformadas mediante PCR, RT-PCR y ELISA.

- T — o o ]
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5. METODOLOGIA

5.1. Disefio de genes sintéticos.

Se disefiaron dos genes sintéticos, uno para la transformacion nuclear (BPsn) y
otro para la transformacién de cloroplastos (BPsc), ambos genes estan
optimizados para el uso de codones en plantas. Estos genes poseen epitopos
relevantes de Bordetella pertussis: sé eligieron 2 epitopos de la subunidad S1 de
la toxina perttsica previamente reportados como relevantes e inmunogénicos por
Askelof y col., (1990); Barbieri y col., (1992) correspondientes a los primeros 17
aminoacidos de la S1 y a otros 17 aminoacidos de la posiciéon 99-115; asi como
una proteina de fusion disefiada en este trabajo que comprende el dominio
inmunodominante tipo | de la hemaglutinina filamentosa (FHA) y la region
inmunodominante Il de la pertactina (PRN) (Zhao y col., 2008). Los epitopos de la
subunidad S1 de la toxina pertusica y la proteina de fusién estan unidos por
espaciadores o ‘linkers”, los cuales son ricos en prolina (GPGPG). Dichos
espaciadores han permitido el despliegue apropiado de epitopos en otras
proteinas de fusién para epitopos lineales (Livingston y col. 2002).

Ambos genes se les agregoé en el extremo 5 seis codones que codifican
para una etiqueta de histidinas con la finalidad de purificar la proteina
recombinante y también se afiadié un sitio de proteasa (TEV), el cual permite
eliminar las histidinas una vez que la proteina ha sido purificada. Al gen disefiado
para transformacién nuclear se le afadi® una secuencia que codifica para
SEKDEL en el extremo 3’ con la finalidad de retener a la proteina recombinante en
el reticulo endoplasmico; asi como los sitios de restriccion Xba | y Sac | para su

clonacién en el vector binario pBl121 (Figura 5).

FHAPRN | & | TPS1 SEKDEL

Xbal " Sacl

Figura 5. Gen sintético para la transformacién nuclear. His: Histidinas; TEV: Sitio de proteasa,
TPS1: Epitopos subunidad S1 toxina pertusica; FHA/PRN: Proteina de fusién de hemaglutinina y
‘pertacting; L: Espaciador; SEKDEL sefal de retencioén en el reticulo endoplasmico. Se muestran
sitios de restriccion en los extremos.
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En el caso del gen disefiado para transformacién de cloroplastos, se le

afadié un sitio de unién a ribosoma y los sitios de restriccion Xba | y Xho | para

FHA/PRN

Xbal Xhol

ser clonado en el vector pBic (Figura 6).

Figura 6. Gen sintético para transformacién de cloroplastos. RBS, sitio de unidn a ribosoma; His,
histidinas; TEV: sitio de proteasa; TPS1: Epitopos subunidad S1 toxina pertusica; FHA/PRN:
Proteina de fusiéon de hemaglutinina y pertactina; L: Espaciador. Se muestran sitios de restriccion
en los extremos. :

5.2. Construcciones genéticas.

Las reacciones de digestion y ligacion de ADN se llevaron a cabo de acuerdo a las
instrucciones del proveedor (T4 DNA ligasa y enzimas de restriccion New England
Biolabs). Los productos de estas reacciones se analizaron en geles de agarosa al
1% (en TAE 1X), que fueron tefiidos con bromuro de etidio (0.01%) y observados
en un fotodocumentador UVP bajo luz UV.

Los genes disefiados por nuestro grupo fueron sintetizados por la compaiiia
GenScript en EUA. Los genes fueron originalmente clonados en el vector puC19
los cuales fueron disueltos en 20ul de agua destilada estéril, quedando a una
concentracion de 0.2 ug/uL, de este volumen se tomaron 3ul (600 ng) para
transformar células quimicamente competentes de Escherichia coli (Top 10 F’)
mediante chogque térmico (Anexo 9.1). Los vectores pUC cuentan con un gen de
resistencia a ampicilina, por lo cual se seleccionaron cinco clonas de cada gen
resistente a este antibiético, se extrajo ADN plasmidico de cada una de ellas y se
comprobé la identidad de cada construccién mediante digestiéon con Xba | / Xho | y
Xba | | Sac | para los genes BPsn y BPsc, respectivamente.

Una vez comprobada la identidad de cada gen se procedié a realizar un

stock en glicerol de cada una de las construcciones y se almacenaron a -80°C.
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5.2.1. Construccion para transformacidn nuclear.

5.2.1.1. Clonacion del gen BPsn en el vector pBI-121.

El gen BPsn fue subclonado en el vector binario pBI-121, sustituyendo el marco de
lectura abierto del gen reportero uidA por el gen de interés. Dicho vector dirige la
expresion del gen con el promotor constitutivo 35S del virus del mosaico de la
coliflor (35SCaMV), ademas contiene un gen de seleccién que le confiere
resistencia a kanamicina a las células vegetales que han sido transformadas.

Para eliminar el gen reportero GUS, se realizé una doble digestion con las
enzimas Xba | y Sac |, posteriormente se purificé el plasmido digerido con el kit
QlAquick gel extraction (Qiagen).

Para obtener las construcciones nucleares se realizaron con los sitios Xba |
y Sac |. Las mezclas de I.igaci(’)n se emplearon paré transformar células
competentes de Escherichia coli (Top 10 F’) mediante choque térmico (ver Anexo
9.1). Las clonas resistentes a kanamicina se seleccionaron y propagaron para
aislar ADN plasmidico de acuerdo a Sambrook y col. (1989). EI ADN de las clonas
obtenidas fue analizado mediante el perfil de restriccion obtenido con las enzimas
Xbaly Sac .

5.2.2. Construccion para transformacion de cloroplastos.

5.2.2.1. Clonacion del gen BPsc en el vector pBic.

El vector pBic es una modificacion del vector pKCZ, el cual fue donado por el Dr.
Sergio Rosales, es especial para transformacion de cloroplastos de tabaco ya que
tiene sitios de recombinacion homologa para integrase al genoma del cloroplasto
en los sitios frnN y trmR. Este vector fue digerido con las enzimas Xba | y Xho |, a
la par el gen BPsc fue digerido con las mismas enzimas, ligado en el vector pBic y
transferido a células competentes de E. colitop 10 F’ 'para finalmente analizar las

clonas por perfil de restriccién.
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5.3. Transformacién de Agrobacterium tumefaciens con la construccion
pBl121-BPsn.
Para transferir la construccién pBI121-BPsn a Agrobacterium tumefaciens, se
empled la técnica de electroporacion. Se prepararon células competentes de la
cepa GV3101 de Agrobacterium tumefaciens, de acuerdo al protocolo de
Cangelosi y col. (1991) (Apéndice 9.2). Se agregaron 500 ng de ADN plasmidico
a 50uL de células competentes y después de incubar en hielo por 2 minutos se
transfirieron a una cubeta de electroporaciéon de 2 mm Bio-Rad para aplicar
corriente bajo los parametros establecidos por el proveedor Bio-Rad (25uF, 4009,
2.5kV por 8-9 milisegundos) en un equipo BTX Mod. 630. Inmediatamente se
anadi6 1.0 mL de medio de cultivo YM (Apéndice 9.4.14), se transfirio la
suspension a un tubo Eppendorff de 1.5 mL y las células se recuperaroh a28°Cy
200 rpm por dos horas. Finalmente se centrifugé a 12,000 rpm por 2 minutos, se
resuspendio la pastilla en 200 uL de medio de cultivo YM y se inocularon en el
medio de seleccion (agar YM con 50 mg/L de kanamicina) para su cultivo por 2
dias a 28°C. Solo las bacterias transformadas se desarrollan en el medio de

seleccion, debido a que el plasmido transferido confiere resistencia a kanamicina.

5.4. Protocolos de obtencion de plantas transgénicas de lechuga y tabaco.
5.4.1. Lechuga.

Debido a los multiples factores que influyen en la eficiencia tanto de regeneracion
como de la transformacién genética de plantas, es frecuente encontrar poca
reproducibilidad en los protocolos reportados. En nuestro grupo de trabajo en
2005, Martinez-Gonzalez probé tres protocolos para la transformacién de lechuga,
a fin de ensayar su eficiencia en nuestro laboratorio: Curtis y col., (1994); Nakano
y col, (2003) y Pileggi y col.,, (2001), por lo tanto, se concluyé que una
combinacion de los tres métodos era la mejor opcién, por lo que en este trabajo la
metodologia usada para la regeneracion y transformacién de plantas de lechuga
es un compendio de los tres (Tabla 4). Se empled el medio descrito por Murashigé
y Skoog (1962) (Apéndice 9.4.3) y los cultivos se incubaron a 25°C bajo un
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fotoperiodo de 16 horas de luz (100 pmol m? s™) y 8 horas de oscuridad en el

cuarto de cultivo de tejidos.

Tabla 4. Descripcion del protocolo usado para la transformaciéon genética de

lechuga en este trabajo.

Variable : Condicion Protocolo

* Nakano y col. (2003)

Green Wave

Variedad de lechuga
Explante utilizado Cotiledones heridos con bisturi, { Curtis y col. (1994)
por la cara abaxial

Carga bacteriana medida en { 0.2 Nakano y col. (2003),

DO 600nm

Tiempo de exposicion a la i 5-10 minutos Curtis y col. (1994)

bacteria

Tiempo de cocultivo 2 dias Curtis y col. (1994)

Medio de cocultivo um® Curtis y col. (1994)

Medio de regeneracion MS104, MSJa Nakano y col. (2003)
Pileggi y col. (2001)

Medio de enraizamiento MSa Curtis y col. (1994)
Nakano y col. (2003)

@ Ver Anexo 9.4.13

5.4.2. Tabaco

El protocolo de regeneracién 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 jévenes de plantas germinadas in vitro en medio MS y como
medio de regeneracion RMOP (sales MS suplementado con benciladenina y acido

naftalén acético).
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5.5. Obtencion de los explantes.

5.5.1. Lechuga.

5.5.1.1. Obtencion de hojas cotiledonarias.

Para la transformacion nuclear, se utilizaron como explantes hojas cotiledonarias,
las cuales se obtuvieron al germinar semillas de la variedad Green Wave. Las
semillas se esterilizaron con etanol al 70% durante un minuto, después se lavaron
con agua destilada estéril y posteriormente se agregaron 100 mL de hipoclorito de
sodio comercial al 20%, cinco gotas de Tween 20 y cinco gotas del desinfectante
comercial Microdin, agitando por diez minutos. Finalmente se dieron tres lavados
de tres minutos cada uno con agua destilada estéril y las semillas fueron
sembradas en medio MS. A los siete dias de su germinacién, de las plantulas
obtenidas se cortaron las hojas cotiledonarias, las cuales se emplearon para los

ensayos de regeneracion y transformacion genética.

5.5.2. Tabaco.

Para la obtencién de hojas jovenes de tabaco, se esterilizaron semillas de tabaco,
se siguié el mismo protocolo para la esterilizacion de semillas de lechuga. Se
colocaron de tres a cuatro semillas en frascos con medio de cultivo MS (Anexo
9.4.12), después de dos semanas se obtuvieron plantulas y se transfirieron a
contenedores con medio de cultivo MS al cabo de cuatro semanas después de la
germinacion. Las hojas jévenes fueron utilizadas para los ensayos de

regeneracion y transformacién genética.

5.6. Ensayos de transformacién genética nuclear via A. tumefaciens.

5.6.1. Lechuga.

Se utilizaron 150 cotiledones por experimento, los cuales fueron heridos con un
bisturi, éstos fueron colocados en el medio MSO (ver Anexo 9.4.13) para evitar
deshidratacion. Posteriormente se colocaron en una solucién de A. tumefaciens
que portaba el plasmido pBI121-BPsn, durante 5 minutos. Después de eliminar el
exceso de bacterias con papel absorbente estéril, se colocaron en el medio de
cocultivo correspondiente. Pasado el periodo de cocultivo (dos dias), los explantes
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se transfirieron al medio de selecciéon (con 100 mg/L de kanamicina) adicionado
con 500 mg/L de cefotaxima para eliminar a la agrobacteria. Los tejidos fueron
subcultivados cada dos semanas, seleccionando solo los explantes resistentes a

la seleccidén con kanamicina.

5.7. Ensayos de transformacion genética de cloroplastos por el método de
biobalistica.

5.7.1. Obtencion del explante.

Se obtuvieron en condiciones de esterilidad hojas de tabaco de cuatro semanas
de edad (esterilizando las semillas y germinando in vifro como ya se describid),

estas se colocaron en medio RMOP con la cara abaxial hacia arriba.

5.7.2. Preparacion de la suspension de microparticulas de oro
Las particulas de oro que se utilizaron para el bombardeo se prepararon de
acuerdo al protocolo descrito por Daniell y col. 2004. _

Se pesaron 50 mg de particulas de oro 0.6um (Bio-Rad) en un tubo
Eppendorf de 1.5 mL. Se agregd 1 mL de etanol grado reactivo al 100% y se
mezclaron en vértex durante 3 minutos, se centrifugé a 13,000 rpom durante 5
minutos, se descart6 el sobrenadante y se afiadié 1 mL de etanol grado reactivo al
70% y se mezclé con vértex durante 2 minutos. Se incubé a temperatura ambiente
por 15 minutos, agitando cada 5 minutos, se centrifugd por 3 minutos a 13,000
rom y se descart6 el sobrenadante. Se agregé 1 mL de agua estéril, y se mezcld
con vértex durante 1 minuto, hasta que las particulas estuvieron resuspendidas
completamente. Se dej6é a temperatura ambiente durante 1 minuto para permitir
que las particulas se fueran hacia el fondo. Se centrifugd durante 2 minutos a
13,000 rpm, y se descarté el sobrenadante. Estos lavados se repitieron cinco
veces, finalmente se agregaron 850 uL de glicerol al 50%. La suspension
particulas de oro preparadas se almacenaron a -20°C hasta al momento de

usarlas.
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5.7.3. Metodologia para el bombardeo de hojas de tabaco.

5.7.3.1. Cobertura de particulas de oro con el ADN de interés.

La suspension de particulas de oro previamente preparadas e mezcld en vértex
hasta estar completamente resuspendidas. Se tomaron 50uL de estas particulas y
en estricto orden se agregaron: 10 uyL de ADN plasmidico de concentracion 1
pug/ul, 50 pL de CaCl, 2.5M recién preparado, 20uL de espermidina 0.1M;
después de anadir cada solucidn se agité con vortex durante 5 segundos,
posteriormente mezclé con vértex durante 20 minutos a 4°C; se agregarbn 200 uL
de etanol absoluto a temperatura ambiente y mezclé en vortex, durante 5
segundos, la mezcla fue centrifugada durante 30 segundos a 13,000 rpm. Se
desecho el sobrenadante y se repitieron los lavados con etanol por al menos por 5
veces, hasta que las particulas de oro eran facilmente resuspendidas. El paso final
fue resuspender las particulas en 35uL de etanol al 100% y se dejan en hielo

hasta su uso.

5.7.3.2. Bombardeo de las hojas de tabaco (Pistola de helio Bio-Rad).
Se utilizaron discos de ruptura de 1,100 psi. La presién del manémetro de salida
se ajustd a 1,400 psi, ya que la presion de salida debe ser mayor a la resistencia
del disco de ruptura. Se encendi6 la bomba de vacio y la camara de vacio para
realizar los disparos. Se colocaron 6 uL de la suspension de microparticulas con
ADN en los macroacarreadores previamente esterilizados con etanol, se colocé la
caja petri con la hoja, a 9 cm de distancia y se cerrdé la camara de vacio. Se
gener6 vacio hasta que el indicador marcé 25 Hg (mm de mercurio). Se mantuvo
el vacio y se realiz6 el disparo de las microparticulas con el ADN. Las hojas
bombardeadas se incubaron durante 48 horas a 25 °C en la oscuridad. Después
de este periodo, cada hoja se corté en fragmentos de alrededor de 5 mm? y se
colocaron en medio RMOP con espectinomicina (500 mg/L) para inducir la
seleccion de las plantas transplastémicas.

Los explantes se cambiaron a medio nuevo cada dos semanas. Se

seleccionaron los explantes resistentes al agente de seleccion.
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5.8. Analisis de las lineas transformantes.
Las lineas resistentes al agente de seleccion fueron analizadas por PCR, RT-PCR
y por ELISA, para comprobar la presencia del transgén, transcripcion y la

antigenicidad in vitro de la proteina, respectivamente.

5.8.1. Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

5.8.1.1. Extraccion de ADN genomico.

El ADN gendmico se aisl6é de tejido vegetal siguiendo el protocolo de Michiels y
col. (2003). 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 uL
de buffer de extraccién a 60°C que contenia: Tris-HCI 100 mM pH 8, EDTA 20
mM, NaCl 1.4 M, B-mercaptoetanol 0.2%, (y PVP 2%, CTAB 2% preparados
inmediatamente antes de usarse). Se incubd a 65°C por 60 minutos con mezclado
ocasional para evitar agregaciones en el homogenizado, se afadieron 750 pl de
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) sobre el extracto, se agitdé con voértex, se
centrifugd a 13,000 rpm por 5 minutos, se transfirié el sobrenadante a otro tubo y
se repitié la extraccion hasta limpiar la fase acuosa; ésta se mezclé 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 solucién de lavado
(acetato de amonio 10mM, etanol 70%) y se incubo a temperatura ambiente por
15 minutos, se centrifugd por 5 minutos y se repitié el lavado, se eliminé el
sobrenadante y se dejo secar la pastilla al aire, se disolvié en 50 pl de agua milli Q
con RNasa en una concentracion final de 20 uyg/mL, se incubé a 37°C por 30
minutos. Posteriormente se afadi® un volumen de fenol.cloroformo:alcohol
isoamilico (25:24:1), se agitdé para formar una emulsién, se centrifugé por 5
minutos, se transfirié la fase acuosa a un tubo nuevo y se repitié la extracciéon con
cloroformo:alcohol isoamilico (24:1). Se afadié6 NHsAc 7.5 M, pH 7.7 en una
concentracién final de 2.5 M y dos volumenes de etanol frio, se mezclé e incubd a
-20°C por 30 minutos, se precipité por centrifugacion a 13,000 rpm por 10
minutos. Se lavé la pastilla dos veces con etanol al 70%, se secé a 37 °C y se

disolvié en 30 pL de agua milli Q; el ADN se almacen6 a -20°C.
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Para la cuantificacion de ADN se empleé un fluorémetro Tecan modelo
genios, empleando el kit Pico Green. Se prepard una dilucién de Pico Green 1:400
en TE 1X y se colocaron 198 uL de esta solucion en placas de 96 pozos. Se
anadieron 2 uL de la solucién problema y se realizé la medicién de fluorescencia
(a 485nm exitacién/5635nm emisién). Para la curva de calibracidon 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 pg/uL.

5.8.1.2. Protocolo de PCR.
5.8.1.2.1. Oligonucledétidos empleados.
A continuacién en la Tabla 5 se muestran los oligoncleétidos empleados para la

amplificacion de los diferentes transgenes:

Tabla 5. Oligonucledtidos ulitizados para la amplificacion de los transgenes.

Nombre Secuencia

BPsnF | GGAGATGATCCACCAGCAAC
BPsnR GGTTGAGGAGGTTGTGGTCC
BPscF GCTGGACTTTCTCCTGCTACTTGG
BPscR TGTCCGTTTCCGTTAGCAGC

GCF CATCGATTTTGTCCGGATCCCACCT
GCR TTGGCACCTCGATGTCGGCTCTTCG
Oligo F 35S 7 CCACTGACGTAAGGGATGACG
Oligo R pBI121 GCCAGGGTTTTCCCAGTCAC

Oligo Actina 1 AACTGGGATGACATGGAGAA

Oligo Actina 2 ATCACACTTCATGATGGAGTTGTA

BPsnF y BPsnR: Oligonucleétidos del gen sintético nuclear

BPscF y BpscR: Oligonucledtidos del gen sintético de cloroplasto

GCF y GCR: Oligonucleétidos dentro del genoma de cloroplasto

Oligo F 35S y Oligo R pBI121: Oligonucleétidos dentro del promotor 35s y del vector pBl121
Oligo Actina 1 y Oligo Actina 2: Oligonucleétidos de las actinas de jitomate

- e e 00 0o
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La mezcla maestra de reaccién (25 ulL) contenia ADN gendmico (20 ng), buffer de
Taq polimerasa (1X), MgCl, (1.5 mM), dNTPs (0.2 mM), oligonucleétidos (10 uM) y
Taq polimerasa (1U).

La amplificacién se llevé a cabo en un equipo de Techne mediante los protocolos

descritos en la Tabla 6.

Tabla 6. Protocolos de PCR empleados para el escrutinio de lineas candidatas.

Condiciones
Tamaiio
de Oligonu-
Gen .. L. Desnatura- | Desnatura- Extension
amplic6n cledtido L . Alineamiento | Extension ]
lizacion lizacién final
(pb) - |
Inicial
731 , 30s
BPsn BPsnF+BPsnR
52°C
566 ' 30s . .
BPsc BPscF+BPscR . 30s 1 minutos | 5 minutos
5 min 94°C 55°C
94°C 72°C 72°C
BPsc- 3000
30s
Genoma BPscF+GCR
54°C
cloroplasto

Después de la amplificacion, las muestras se analizaron en geles de agarosa al
1%, corridos en TAE 1X a 70 V, los cuales fueron tefiidos con bromuro de etidio y
visualizados bajo luz UV en un fotodocumentador Chemisystem (UVP) empleando
el sofware Labworks 4.0.0.8.

5.8.2. Extraccion de ARN.

El ARN total fue extraido de las plantas transplastémicas de tabaco
bombardeadas (generacién TO0), utilizando el reactivo Trizol (Invitrogen) de
acuerdo a las instrucciones del fabricante. Se pesaron 50 mg de tejido (hoja), el
cual fue congelado con nitrégeno liquido y triturado, se afiadié 1 mL de Trizol y se
incubaron las muestras por 5 min a temperatura ambiente, se realizd un lavado
con cloroformo y se precipité con 500 uL de isopropanol. Después de centrifugar

se lavé la pastilla con etanol al 70% y se resuspendi6 la pastilla en 30 pL de agua
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DEPC (Dietilpicocarbonato, para eliminar Ribonucleasas). La Concentracién de
ARN fue determinada usando el espectofotémetro Nanodrop 1000 (Thermo

Scientific). Las muestras fueron almacenadas a -70° C.

5.8.2.1. Analisis por RT-PCR.

5.8.2.1.1. Sintesis de ADNc.

El cDNA se sintetizé a partir de 3 pg de ARN utilizando el kit “TagMan Reverse
Transcription Reagents” (Applied Biossystem, Roche). Se preparé la mezcla como
se indica en la Tabla 7.

Tabla 7. Componentes de la mezcla maestra usada para la sintesis de ADNc

Componente i Concentracion de la | Volumen de stock
solucién madre necesario para una
(stock) reaccion
Agua DEPC | ) ; 9 L
Buffer RT 10X 4 pL
dNTPs 10 mM 1L
Oligo dT 50 uM 1pL
DDT 25 mM 2L
MultiScribe 50 U/ L 1L
(Transcriptasa
reversa)
ARN problema - 1pL
Vol. Final 19 pL

Se utilizé el equipo TouchGene (Techne), el protocolo de sintesis empleado se

describe en la Tabla 8.

Tabla 8. Protocolo de sintesis de ADNc

Temperatura (°C) | Tiempo (minutos)

42 2
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5.8.2.1.2. PCR con ADNc para B-actina

El ADNc recién sintetizado se utilizd para el PCR utilizando los oIivgos y las
condiciones antes mencionadas. Como control de carga se amplificé una regién
de B-actina utilizando los oligos reportados para actina de jitomate: Actina 1
aactgggatgacatggagaa, y Actina 2 atcacacttcatgatggagttgta, previamente probados
en nuestro grupo; la mezcla de reaccién fue de 25 pL y fue preparada como se

muestra en la Tabla 9.

Tabla 9. Componentes de la mezcla maestra usada para la amplificacion de B-

actina mediante PCR.

Componente | Concentraciéndela i Volumen de stock

solucién madre i necesario para una

(stock) reaccion

Agua DEPC 15.62 pL
Buffer de PCR 5X 5L
dNTPs 10 mM 0.5pL
Oligo sentido 10 pM 0.38 pL
Oligo antisentido 10 pM 0.38 pL
MgCl, 25 mM 25puL
Taq ADN polimerasa 5U/uL 1L
ADNc problema --- ’ 0.5puL
Vol. final 25 pL

Se utilizé el equipo TouchGene (Techne), el protocolo de amplificacion es el que
se describe en la Tabla 10. Se utilizaron 25 ciclos en el programa ya que con esta

cantidad aun no se observa saturacion.
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%

Tabla 10. Protocolo de amplificacion para B-actina mediante PCR.

'ft?rﬁp’eratura ”(O C)i 77 Tlempo . B Evento

94 5 min { Desnaturalizacion
inicial

94 30s Desnaturalizacién

56 50s Alineamiento de 25 ciclos
oligos

72 1.30 min Extension

72 7 min Extension final

5.8.3. Inmunoensayo enzimatico (ELISA).

5.8.3.1. Extraccion de proteinas.

Se homogenizaron 50 mg de tejido vegetal en 500uL de buffer de extraccion (PBS,
Tritén 0.1% y leupeptina 10 ng/mL). EI homogenado se centrifugé a 13,000 rpm
por 10 minutos a 4°C y se recuper6 el sobrenadante. La cantidad de proteina
se cuantificd por el método de Bradford (1968). Se colocaron 25 L de la solucion
problema y se afiadié 1.0 mL del reactivo de Bradford, se midié la absorbancia a

595 nm. Se empleé albumina de suero bovino como estandar (5-20 ng/pL).

5.8.3.1.1. Protocolo de ELISA _

Se siguié un protocolo estandarizado por Clark y Adams en 1977. Entre cada uno
de los pasos los pozos fueron lavados tres veces con 250 ul de PBST
(PBS+Tween20, 0.05%). Las placas fueron sensibilizadas con 500ng de proteina
total soluble en 25 pL de buffer de carbonatos durante toda la noche (Anexo
9.4.18), posteriormente, se bloquearon los sitios inespecificos con una solucién de
leche descremada al 5%. Después los pozos se incubaron a 37°C en presencia de
antisuero policlonal de cabra anti-toxina perttsica (1:200) durante 2 horas y en
seguida con el anti-anticuerpo monoclonal de ratén anti-lgG de cabra conjugado
con fosfatasa alcalina (1:10,000) durante dos horés. Por dltimo, se agregd p-

nitrofenilfosfato como sustrato disuelto en el buffer de fosfatasa alcalina (1 mg/mL)
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~ (Anexo 9.4.19), y se incub6 por 30 minutos a temperatura ambiente y al abrigo de
la luz. Se midié la absorbancia a 405 nm en un lector de microplacas Bio-Rad
modelo 550, empleando el software Microplate Manager 5.1. Los datos se
procesaron en el programa Microsoft Excel. En cada ensayo se incluyé blanco de

reactivos y extracto de una planta no transformada.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION.
La vacuna de la difteria, pertussis y tétanos (DPT) es ampliamente usada para la

vacunacion de lactantes y nifios en todo el mundo y ha reducido notablemente los
casos reportados de estas enfermedades. Aunque su eficacia es bien
documentada, se siguen reportando efectos secundarios y se han hecho
esfuerzos para producir vacunas acelulares que reduzcan estos efectos
indeseables, sin embargo este tipo de vacunas son costosas debido al proceso de
produccion, el cual involucra sistemas de reactores de alto costo y procesos de
purificacion de proteinas recombinantes de tres bacterias. Una alternativa para
producir una vacuna DPT recombinante multicomponente a bajo precio es
planteada por Soria-Guerra y col. (2009).

Por otro lado, Bordetella pertussis es el principal agente etiolégico de la tos
ferina o coqueluche, una enfermedad respiratoria aguda con un incremento en
prevalencia e incidencia, particularmente en neonatos (Greenberg y col., 2005;
Mcintyre y Wood, 2009). A pesar del amplio uso de vacunas eficaces, B. pertussis
sigue representando un importante problema mundial de salud publica y una de
las principales 10 causas de mortalidad infantil (von Konig y col., 2002; Edwards y
col., 2004). Recientemente se han presentado brotes de tos ferina a nivel mundial
causando muertes, lo cual cuestiona el principio de vacunacién de una sola dosis
contra tos ferina. Hay 2 tipos de vacunas contra la tos ferina que estan disponibles
actualmente (Storsaeter y col., 1998). La primera generacién de vacunas consiste
en células completas muertas de B. pertussis (wcPV), las cuales tienen una
eficacia protectora de 90% (Jefferson y col., 2003). Sin embargo, estas vacunas
han sido asociadas con efectos secundarios locales y sistémicos, incluyendo
fiebre alta, inflamacién local y, en algunos casos, encefalopatia e incluso la
muerte. Debido a estos inconvenientes, se ha dado la tarea del desarrollo de la
nueva generacion de vacunas acelulares (aPV). A pesar de que las vacunas
acelulares han demostrado ser mucho menos reactogénicas que las wcPV, se
requieren tres inyecciones para una optima proteccion, y la eficacia protectora de
la mejor aPV ha sido consistentemente menor que la mejor vacuna wcPV

(Storsaeter y col., 1998; Olin y col., 1997). Ademas, la produccién de las vacunas
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aPV es mucho mas cara que la de wcPV, haciendo que sea menos accesible para
los paises en desarrollo.

Gracias al mejoramiento de las técnicas de biologia molecular, han sido
desarrolladas nuevas estrategias para la produccion de vacunas de subunidades
en plantas, sobresaliendo empresas como Dow AgroScience, Ventria y Bayer con
los resultados mas prometedores que proyectan que un futuro cercano podamos
ver los productos en el mercado. Por otro lado, a nivel de laboratorio hay reportes
en los cuales se demuestra que al expresar genes sintéticos que codifican para
proteinas de origen bacteriano o viral que fueron disefiados para su expresion en
plantas, mejora considerablemente la expresion de la proteina heteréloga (Haq y
col., 1995), asi como que la expresiéon de epitopos relevantes en lugar de
proteinas completas reduce el riesgo de generar reacciones adversas, como en el
caso de las wcAP (Yu y Landrige, 2001).

Tomando en cuenta esto, y debido a que la tos ferina es considerada una
enfermedad reemergente, en el presente trabajo planteamos la posibilidad de
generar plantas transplastomicas de tabaco y transgénicas de lechuga, las cuales
expresen un gen sintético optimizado para plantas, el cual codifica un polipéptido,
que contiene epitopos relevantes con probables propiedades inmunoprotectoras
de los principales agentes de patogenicidad de Bordetella pertussis, esto como

fase inicial para el desarrollo de una vacuna comestible.

6.1. Disefio de genes sintéticos.
Para seleccionar las regiones incluidas en los genes sintéticos, se eligieron los

epitopos de la subunidad S1 de la toxina pertusica (Askelof y col., 1990; Barbieri y
col., 1992; Soria-Guerra y col., 2007); la toxina pertusica es el factor de virulencia
mas importante de B. pertussis, el cual ha sido usado en las formulaciones de las
vacunas acelulares contra la pertussis. La toxina pertisica estad compuesta de 5
subunidades, dentro de las cuales la subunidad S1 es inmunodominante, ademas
de que induce inmunidad protectora (Boucher y col, 1994). Por otro lado,
también se tomé en cuenta el trabajo realizado por Zhao y col. (2008) en donde

inmunizaron ratones con una proteina de fusién, la cual contenia el dominio
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inmunodominante tipo | de la FHA y el dominio inmunogénico tipo Il de la PRN,
estas regiones las tomaron de Bordetella bronchiseptica, patdgeno respiratorio
gramnegativo que causa enfermedades en cerdos y perros, sin embargo se tomé
-esta construcciéon debido a que analisis inmunologicos y de estructura de
proteinas sugieren que las proteinas FHA de B. pertussis y B. bronchiseptica son
similares y tienen un conjunto comun de epitopos inmunogénicos (Ohgiténi y col.,
1991; Menozzi y col., 1994). De tal forma que el gen disefiado incluye regiones
de epitopos, tanto los de la subunidad S1 de la toxina pertisica, como la proteina
de fusién de la FHA y la PRN. Se disefiaron dos genes en total, uno para
transformacién nuclear (BPsn) y otro para transformacién de cloroplastos (BPsc),
ambos genes contenian espaciadores ricos en prolina (GPGPG), los cuales
ayudan a mantener la estructura de los epitopos expuestos.

Al gen para transformacién nuclear BPsn, se le afadié una secuencia
codificante de'SEKDEL para la retencién en el reticulo endoplasmico ya que se ha
reportado reducen la degradacidbn de proteinas recombinantes y sitios de
restriccion para su clonacién en el vector binario pBI-121.

Para el disefio del gen de transformacion de cloroplastos se afiadié un sitio
de unién a ribosoma y sitios de restriccion para ser clonado en un vector de
transformacién de cloroplastos bicistrénico (pKCZ bic).

A ambas construcciones se les afiadio en el extremo S’ seis codones que
codifican para histidina con la finalidad de permitir la purificacién de la proteina
recombinante y también se afadié un sitio de proteasa (TEV) que permité eliminar
las histidinas una vez purificada la proteina. La idea es poder purificar esta
proteina para usarla como control en los ELISAs y cuantificar la cantidad de
proteina recombinante producida en plantas.

Ambos genes se optimizaron para su expresion en lechuga en base al uso
de codones en plantas y al analisis evitando secuencias desestabilizantes del
ARNm, los genes fueron sintetizados por la compania GeneScript y mantienen la
secuencia de aminoacidos de origen bacteriano.

En las Figuras 7 y 8 se muestra el disefio de cada uno de los genes antes

descritos.
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A)

Nco |

!

[ NYelele]ICATCATCATCATCATCATGAAAATCTTTATTTTCAAGGAGATGATC
CACCAGCAACAGTTTATAGATATGATTCTAGACCACCAGAAGATGGACCAGG
ACCAGGACTTACAGCACTTGATAATAGAGCAGGACTTTCTCCAGCAACATGG
AACTTCCAATCTACATATGAACTTCTTGATTATCTTCTTGATCAAAACAGATAC
GAATACATCTGGGGACTTTACCCAACATACACAGAATGGTCTGTTAACACACT
TAAGAATCTTGATCTTGGATACCAAGCAAAACCAGCACCAACAGCACCACCAA
TGCCAAAAGCACCAGAACTTGATCTTAGAGGACATACACTTGAATCTGCAGAA
GGAAGAAAAATTTTCGGAGAATACAAGAAGCTTCAAGGAGAATACGAAAAGG
CAAAGATGGCAGTTCAAGCAGTTGAAGCATATGGAGAAGCAACAAGAAGAGT
TCATGATCAACTTGGACAAAGATATGGAAAAGCACTTGGTGGTATGGATGCA
GAAACAAAAGAAGTTGATGGAATTATTCAAGAATTTGCAGCAGATCTTAGAAA
TACACTTCTTCTTGTTCAAACACCACTTGGATCTGCAGCAACTTTCACACTTGC
AAACAAGGATGGAAAAGTTGATATTGGAACATATAGATATAGACTTGCAGCAA
ACGGAAACGGACAATGGTCTCTTGTTGGAGCAAAAGCACCACCAGCACCAAA
ACCAGCACCACAACCAGGACCACAACCTCCTCAACCACCACAACCACAACCA
GAAGCACCAGCACCACAACCACCAGCAGGAAGAGAACTTTCTGCAGCAGCAA
ATGCAGCTGGACCAGGACCAGGAGGAGCAGCATCTTCTTATTTTGAATATGTT
GATACATATGGAGATAATGCATCTGAAAAAGATGAACTTTGATGAEINEIRL®

1

Sac |

B)
HHHHHHENLYFQGDDPPATVYRYDSRPPEDGPGPGLTALDNRAGLSPATWNFQSTYEL
LDYLLDQNRYEYIWGLYPTYTEWSVNTLKNLDLGYQAKPAPTAPPMPKAPELDLRGHTL
ESAEGRKIFGEYKKLQGEYEKAKMAVQAVEAYGEATRRVHDQLGQRYGKALGGMDAET
KEVDGIQEFAADLRNTLLLVQTPLGSAATFTLANKDGKVDIGTYRYRLAANGNGQWSLV
GAKAPPAPKPAPQPGPQPPQPPQPQPEAPAPQPPAGRELSAAANAAGPGPGGAASSY
FEYVDTYGDNASEKDEL

Figura 7. Gen para transformacién nuclear (BPsn). A) Secuencia de nucleétidos del gen BPsn
optimizada para su expresion en plantas por la comparia GenScript. Longitud del gen: 947 pb.
En color azul y letras blancas se encuentran los sitios de restriccion Nco | y Sac I. B) Secuencia
de aminoacidos codificada por el gen BPsn.
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A)

Xba |

|

ESYIAAGGAGGGACATATGCATCATCATCATCATCATGAAAACCTTTATTTT
CAAGGAGATGATCCTCCTGCTACTGTATATAGATATGATTCTCGTCCTCCTGA
AGATGGACCTGGACCTGGATTAACTGCTTTAGATAATAGAGCTGGACTTTCTC
CTGCTACTTGGAATTTCCAATCTACTTATGAATTATTAGATTACTTGCTTGATC
AAAATAGATATGAATATATTTGGGGACTTTATCCTACTTATACTGAATGGTCTG
TAAATACTCTTAAAAACTTGGATCTTGGATATCAAGCTAAACCTGCTCCTACTG
CTCCTCCTATGCCTAAAGCTCCTGAATTAGATCTTAGAGGACATACTTTAGAA
TCTGCTGAAGGAAGAAAAATTTTCGGAGAATACAAGAAACTTCAAGGAGAATA
TGAAAAAGCTAAAATGGCTGTACAAGCTGTAGAAGCTTATGGAGAAGCTACTA
GAAGAGTACATGATCAATTAGGACAAAGATATGGAAAAGCTTTAGGTGGTATG
GATGCTGAAACTAAAGAAGTAGATGGAATTATTCAAGAATTCGCTGCTGATCT
TAGAAATACTCTTCTTCTTGTACAAACTCCTCTTGGATCTGCTGCTACTTTTAC
TCTTGCTAACAAGGATGGAAAAGTAGATATTGGAACTTATAGATATAGATTAG
CTGCTAACGGAAACGGACAATGGTCTTTAGTAGGAGCTAAAGCTCCTCCTGC
TCCTAAACCTGCTCCTCAACCTGGACCTCAACCTCCACAACCACCTCAACCTC
AACCTGAAGCTCCTGCTCCTCAACCTCCTGCTGGAAGAGAATTATCTGCTGCT
GCTAATGCTGCTGGACCTGGACCTGGAGGAGCTGCTTCTTCTTATTTTGAATA
TGTAGATACTTATGGAGATAATGCTTAATAASI[EINE

T

Xho |

B)
HHHHHHENLYFQGDDPPATVYRYDSRPPEDGPGPGLTALDNRAGLSPATWNFQ
STYELLDYLLDQNRYEYIWGLYPTYTEWSVNTLKNLDLGYQAKPAPTAPPMPKA
PELDLRGHTLESAEGRKIFGEYKKLQGEYEKAKMAVQAVEAYGEATRRVHDQLG
QRYGKALGGMDAETKEVDGIQEFAADLRNTLLLVQTPLGSAATFTLANKDGKVD
IGTYRYRLAANGNGQWSLVGAKAPPAPKPAPQPGPQPPQPPQPQPEAPAPQPP
GRELSAAANAAGPGPGGAASSYFEYVDTYGDNA

Figura 8. Gen para transformacion de cloroplastos (BPsc). A) Secuencia de nucleétidos del gen
BPsc optimizada para su expresién en plantas por la compariia GenScript. Longitud del gen: 941
pb. En color azul y letras blancas se encuentran los sitios de restriccion Xba | y Xho 1. B)
Secuencia de aminoacidos correspondiente al gen BPsc. Letras en rojo: sitio de unién a ribosoma.
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Se disefiaron dos genes sintéticos con el fin de ser traducidos en plantas

de manera mas eficiente que los genes de origen bacterianos, y obtener niveles
de expresion mas altos de las proteinas en las plantas transformadas, tanto de
tabaco como de lechuga. Trabajos previos en nuestro grupo han demostrado que
los niveles de proteinas aumentan de manera significativa después de modificar la

secuencia del gen (Rosales-Mendoza y col., 2007; Soria-Guerra y col., 2007).

6.2. Construcciones genéticas.

6.2.1. Construccion para transformacién nuclear.

6.2.1.1. Digestion del gen BPsn y del vector binario pBI-121

Las construcciones genéticas fueron clonadas en el vector pUC por la compafiia

GenScript. En cuanto se tuvieron en el laboratorio, se procedié a disolver el
liofilizado y a transformarlo por choque térmico en células competentes TOP 10 F’
(Anexo 9.1). Se realizé miniprep del cultivo obtenido y éste se digiri6 con las
enzimas de restriccion Xba / y Sac / para liberar la secuencia del gen BPsn. A la
par, el vector binario pBl-121 también fue digerido con las mismas enzimas, con la
finalidad de liberar el gen codificante de GUS. El vector binario pBI121 contiene el
gen de seleccion npt Il que confiere resistencia a kanamicina a las células
vegetales transformadas el cual esta bajo el control del promotor 35S del virus del
Mosaico de la Coliflor (35SCaMV). Después, tanto el vector digerido como el gen
BPsn liberado fueron purificados con el kit QlAquick gel extraccion de Qiagen, y
de esta manera se procedié con la ligacion de los mismos. En la FigUra 10 se

muestra la digestién del vector binario pBI-121 y la digestién del vector pUC.
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MP pUC pBI-121

3000 pb -

1000 pb

Figura 9. Digestion del gen BPsn y del vector binario pBI-121 con las enzimas de restriccion Xba /
y Sac /. MP: Marcador de peso molecular 1 Kb. pUC: Gen BPsn digerido del vector pUC; se
muestra la banda de 947 pb correspondiente al gen. pBI-121: Vector binario digerido.

6.2.1.2. Clonacion del gen BPsn en el vector binario pBIl-121.

Se realiz6 una ligacién del gen BPsn y el vector binario pBI-121, dicha ligacién se
transformé en células competentes E. coli TOP 10 F’, éstas se inocularon en
medio de seleccion (LB + 50 mg/mL Kanamicina) y se obtuvieron 7 clonas, las
cuales fueron analizadas por PCR, utilizando los oligonucleétidos: oligo F 35S y
oligo R pBI121 (Figura 10), los cuales flanquean el sitio de clonacién del vector.
La construccién fue secuenciada por el método de Sanger con el oligonucleétido .

Se confirmoé la secuencia esperada.

MP 1 2 3 4 5 6 7

1000 pb

Figura 10. Anaiisis de las clonas pBI-BPsn por PCR. MP: Marcador de peso molecular de 1 Kb;
carriles 1-7, muestras problema.
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Como se muestra en la Figura 10, las clonas analizadas por PCR muestran

el amplicén esperado de 1,347 pb, con lo cual comprobamos la presencia del
transgén, verificando la clonacién de BPsn en pBI-121, dando lugar al plasmido

pBl121-BPsn (Figura 11). Se utiliz6 la clona 1 para transformar A. tumefaciens.

NOSp

L8 1304 INPT IE

& Nost

kS 7

¥ 3 /
6787 4523 ’ Ve
\ o
LB W 4

NOSt BPsn 35Sp

Figura 11. Vector binario pBl121-BPsn utilizado para la transformacién nuclear de lechuga. LBy
RB: Borde izquierdo y borde derecho, respectivamente, del T-DNA; se muestra el gen BPsn en
rojo; en gris se muestra el promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor (CAMV 35S-Pro) y en
verde el gen de seleccion (nptfl).

6.3. Transformacion de Agrobacterium tumefaciens.

El plasmido pBI121-BPsn fue introducido en la cepa GV3101 de Agrobacterium
tumefaciens por electroporacion. Después de dos dias de cultivo en medio
selectivo (YM + 50 mg/mL Kanamicina) se present6 desarrollo bacteriano, indicio
de que la transformacién fue exitosa. La presencia del plasmido fue confirmada
realizando su extraccion y andlisis en un gel de agarosa, en el que se visualizé el

plasmido en todos los casos (resultados no mostrados).

Y 0 — " ]
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6.3.1. Proceso general para obtencién de plantas transgénicas de lechuga y
tabaco via A. tumefaciens
La estandarizacion de la regeneracion de plantas de tabaco y lechuga fue
realizada en el laboratorio con anterioridad por Martinez-Gonzalez (2005), en el
caso de lechuga este proceso toma aproximadamente 6 meses (Figura 12); para
el caso del tabaco el proceso es de 4 meses.

S . " . Medio de
. _Explantle (ljmmal_. Dlsecplon de hojas Infeccién con A. tumefaciens cocultivo por2 0 3
ojas cotiledonarias cotiledonarias portando el plasmido de interés dias

Medio de seleccion (100 Medio para .
mg/L Kanamicina, 500 generar ralz Tran:;ferenma a Plantas
y to ) ierra.
mg/L cefotaxima) 90 dias ‘ aduitas 4
60 dias meses

/

Obtencién de semillas
6 meses

Figura 12. Representacion esquematica de la transformacion de plantas via Agrobacterium y
regeneracién de plantas de lechuga. Se muestra el tiempo requerido para llegar a cada una de las
etapas.

6.3.1.1. Transformacién genética nuclear via A. tumefaciens con el plasmido
pBI121-BPsn.

6.3.1.1.1. Lechuga.

La transformacion de plantas de lechuga fue realizada mediante la infeccion de
cotiledones con la cepa de A. tumefaciens que porta las construcciones
generadas y se llevo a cabo como se describié en la seccién de Metodologia; los
cotiledones infectados se colocaron en medio de seleccion (MSJ +100 mg/L
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kanamicina + 500 mg/L cefotaxima), se cambiaron de medio cada dos semanas

hasta la formacién de callos mostrados en la Figura 13.

A) | B)

Figura 13. Formacién de callos y brotes de lechuga regenerados a partir de cotiledones infectados
con el plasmido binario pBl121-BPsn. A) Callos de lechuga con 4 semanas post-infeccion (p.i.); B)
Control negativo (cotiledones sin infectar); C) Brotes de lechuga a los 5 meses p.i. Las Figuras A)
y B) medio MSJ+100 mg/L Kan+500 mg/L Cef; C) medio MS104+100 mg/L Kan+500 mg/L Cef.
Kan= Kanamicina; Cef, Cefotaxima.

En la Figura 13 se presentan los posibles callos y brotes transgénicos para
la construccién pBI121-BPsn, solamente los callos generados a partir de
cotiledones infectados con el plasmido binario crecieron en presencia del agente
de seleccion, mientras que el control negativo no se desarrolié exitosamente en
presencia del agente de seleccion.
e —
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6.4. Construccion para la transformacion de cloroplastos.

6.4.1. Clonacion del gen BPsc en el vector pBic.

Los vectores bicistronicos para la transformacion de cloroplastos ofrecen varias
“ventajas, dentro de éstas podemos mencionar que la expresion de ambos genes
se da de forma paralela, ya que éstos se encuentran regulados por un mismo
promotor, y de esta manera las células capaces de crecer en medio selectivo
también expresan el gen de selecciébn, a diferencia de ‘los vectores
monocistrénicos y co-bombardeo.

El gen BPsc para transformacion de cloroplastos fue liberado a partir del
vector pUC mediante la digestion con las enzimas de restriccién Xba ly Xho |, a la
par se digirié6 con las mismas enzimas el vector pBic. La banda liberada de 941
pb correspondiente fue clonada en el vector previamente digerido. La ligacién del
gen BPsc en dicho vector se realizé empleando la T4 ADN ligasay 5 pL de esta
ligacién fueron utilizados para transformar células competentes de E. coli (TOP 10
F’), se inoculé en medio de seleccion (LB + 50 mg/mL de carbenicilina). De las
colonias resistentes a la seleccion se eligieron cinco, las cuales fueron sometidas
a un ensayo de restriccién con las enzimas Xba | y Xho |, a fin de confirmar la
presencia del gen de interés. Solo 2 de estas clonas fueron positivas (Figura 14).

—
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5000 pb

1000 pb

Figura 14. Analisis de restriccion de las clonas con las enzimas Xba | y Xho | de cinco clonas
resistentes a la seleccion después de haber sido transformadas con la construccién pKCZ-BPsc
bic. Se muestra el fragmento liberado de 941 pb (recuadro verde) que corresponde al gen BPsc.
MP: Marcador de peso molecular 1 Kb; 1-5; Clonas problema.

Las clonas se consideraron positivas al obtener el perfil de restriccion
esperado y con esto se confirmé la clonacion de BPsc en el vector pBIC, dando
lugar a la construcciéon pKCZ-BPsc bic (Figura 15). La clona 1 se utilizd para

recubrir las microparticulas de oro usadas en el bombardeo de hojas de tabaco.

Ori

/AN "‘f'b(’!

Figura 15. Vector bicistrénico pKCZ-BPsc bic para transformacion de cloroplastos de tabaco. En
gris se muestran los sitios trnN y trnR, los cuales son sitios de recombinacion homoéloga en el
genoma del cloroplasto; en rojo se muestra tanto el promotor( Prrn-5'T7g10: Promotor constitutivo
de cloroplastos, 5-UTR del fago 7 del gen 10), como el terminador (3'-rbcl: 3'-UTR del gen de la
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subunidad grande de Rubisco); en amarillo los sitios de unién a ribosomas (RBS); en verde el gen
sintético BPsc; en negro el origen de replicaciéon bacteriano, en rosa y azul, los genes de
resistencia a antibidticos (Ampicilina y Espectinomicina, respectivamente).

El gen BPsc quedd bajo el control del promotor de origen plastidico Prm,
ademas el cassette contiene el gen de seleccién (aadA), el cual le confiere

resistencia a espectinomicina a las células vegetales transformadas.

6.4.2. Transformacion genética de cloroplastos de tabaco por el método de
biobalistica.

La transformacion y regeneraciéon de hojas de tabaco ha sido estandarizada con
anterioridad en el laboratorio (Herrera-Diaz, 2005; Patifio-Rodriguez, 2006;
Rosales y col.,, 2008), el proceso de regeneracién se lleva a cabo en

aproximadamente cuatro meses (Figura 16).

Explante il

Hojas de 4 semanas Disparo Regeneracién:
Medios de cultive de

Presién: 1,400 psi c
transformacién nuclear

Distancia: 9 cm

Figura 16. Proceso de transformacién de hojas de tabaco por el método de biobalistica.

El bombardeo de hojas de tabaco se llevé a cabo como se describe en la
metodologia, las hojas se cortaron en fragmentos de aproximadamente 5x3 mm y
se colocaron en medio de seleccion (RMOP + 250 mg/mL espectinomicina), se
transfirieron a- medio nuevo cada dos semanas, a las 6 semanas se obtuvieron

callos resistentes al agente de seleccién (Figura 17).
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A) B)

Figura 17. Transformacién de cloroplastos de tabaco. A) Control negativo; B) Se muestran los
posibles brotes transplastomicos provenientes de hojas de tabaco a las 4 semanas después del
bombardeo; C) Brotes a los tres meses después del bombardeo; D) Brotes a los siete meses
después del bombardeo; E) Tabaco en medio de enraizamiento (MS) (ocho meses después del
bombardeo); F) Tabacos transplastdémicos en tierra (generacién T0) a los 10 meses del
bombardeo. En las Figuras A)-D) los explantes se encuentran en medio RMOP con el agente de
seleccién.
e e S
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El tiempo aproximado desde el bombardeo de hojas de tabaco hasta la
obtencion de plantas en tierra fue de aproximadamente 10 meses, se obtuvieron
aproximadamente 8 brotes resistentes al antibidtico, de los cuales solo
sobrevivieron 2, y se originaron las lineas A y B, de éstas se tienen 6 plantas de A
y 4 de B, éstas lograron formar raiz y al transferir a suelo se desarrollaron hasta

estado adulto.

6.5. Analisis de transformantes.

6.5.1. Reaccioén en cadena de la polimerasa.

Para confirmar la presencia del transgén BPsc, se realizaron dos analisis de PCR
a las lineas resistentes a espectinomicina, como se describié en la Metoddlogia.
En el primer PCR se utilizé como control positivo la construccion pKCZ-BPsc bic y
como controles negativos ADN de plantas de tabaco no transformadas. Los oligos
gue se utilizaron para este analisis fueron BPscF y BPscR, los cuales estan
disefiados para que amplifiquen parte de la secuencia del gen BPsc. Este analisis
demostré la presencia del gen sintético BPsc en 10 de las 14 lineas analizadas.

No se observé producto de P'CR en plantas sin transformar (Figura 18).

MP A1 A2 A3 A4 A5 A6 A7 A8 B1 B2 A3 B3 B4 BS WI +

500 pb

Figura 18. Analisis de los productos de amplificacién por PCR de las plantas de tabaco
transformadas con la construccion pKCZ-BPsc bic por biobalistica. MP: Marcador de peso
molecular 1 Kb; A1-A9; B1-B5: Plantas transformadas; WT: Planta sin transformar; +: Control
positivo (plasmido pKCZ-BPsc bic). Andlisis de productos en un gel de agarosa al 1% corrido en
TAE 1X a 70V.
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En la Figura 18 se observa la banda esperada de 566 pb en 10 de las 14
plantas regeneradas a partir del medio RMOP con antibiético, mientras que en la
planta sin transformar no se observa producto de amplificacion.

Para confirmar que el gen BPsc se integré al genoma de cloroplasto, se
realizd otro analisis de PCR, utilizando el oligo GCF, el cual esta disefiado para
que se una antes de la zona de recombinacion del genoma de cloroplasto y el
oligo BPscR, que se une dentro de la secuencia del gen BPsc (Figura 19).

MP A1 A2 A3 A4 A5 A7 A6 A8 B1 B2 A9 B3 B4 BS - WT

2000 pb

Figura 19. Productos de PCR para comprobar integracion del gen BPsc al genoma de
cloroplasto. MP: Marcador de peso molecular 1Kb; A1-A9; B1-B5: Plantas transformadas; -:
Control negativo. Analisis de productos en un gel de agarosa al 1% corrido en TAE 1X a 70V.

En la Figura 19 se puede observar que para las 14 plantas analizadas, solo 8 de
éstas dieron el producto de PCR esperado, indicandonos que estas plantas tienen
el gen BPsc integrado al genoma de cloroplasto de tabaco.

Cuando se analizaron ambos PCR, se vio que, a pesar de que se hubiera
esperado que todas las lineas que dieron positivas para el primer PCR (Figura 19)
dieran también en el segundo PCR, esto no fue asi. Este fendmeno se puede
explicar debido a que a pesar de que los genes que estan disefiados para su
expresion encloroplastos, algunas copias se podran integrar en el genoma nuclear
de las células vegetales, aunque no puedan expresarse (Carrer y col., 1993;

Cornelissen y Vandewiele, 1989).

6.5.2. Analisis por RT-PCR

Se llevaron a cabo analisis por RT-PCR para determinar la presencia de un
trascrito especifico para el gen BPsc. Para ello se seleccionaron las plantas
positivas por PCR para el gen BPsc. Un DNAc de 566 pb fue detectado en todas
las plantas transgénicas analizadas. La planta sin transformar no mostré sefial.
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Como control de carga se amplifico una region de actina con oligos disefiados

para jitomate (Figura 20).

Plantas transplastomicas

|

A2 A3 A4 A5 A6 B1 A9 B3 B4 B2 WT RNA - +

Figura 20. Andlisis por RT-PCR de plantas de tabaco transformadas con el gen BPsc (transcrito
especifico de 566 pb). Se amplificé una regién de actina como control de carga (610 pb). (-):
Control negativo de reactivos. (+): Control positivo plasmido pKCZ-BPsc bic. WT: Planta sin
transformar; RNA: Control sin transcriptasa reversa para veriricar ausencia de ADN genémico.

Estos resultados preliminares nos indican que el gen BPsc insertado esta siendo
transcrito adecuadamente solo en ocho de las diez plantas analizadas (A3, A4, A5
A6, B1, B2, B3 Y B4), y es especifico al no detectarse banda en el tejido no

transformado.

6.5.3. Inmunoensayo enzimatico (ELISA)

A la par del andlisis de RT-PCR de las 10 lineas que dieron positivo por PCR, se
realizd el analisis de ELISA, como se describe en la metodologia, para
comprobar la antigenicidad de la proteina heteréloga in vitro. Se extrajeron
proteinas de las plantas de tabaco de la generaciéon TO. En este ensayo se
incluy6é una curva estandar en la que se interpolaron las lecturas obtenidas de
las plantas transformadas, se utilizd como estandar el péptido C4V3 (péptido
que contiene las regiones mas inmunogénicas del virus de VIH, unido a una
cola de Histidinas) donado por la Dra. Leticia Moreno de la UNAM para la
cuantificacién de la proteina PTPFHA (Figura 21).
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Figura 21. Curva estandar para la cuantificaciéon de PTPFHA. Se utilizé6 como estandar el péptido
C4Vvs.

La Figura 22 muestra los resultados obtenidos para las diferentes lineas
transplastomicas para la proteina PTPFHA en hojas. El rango de expresién de la
proteina en las hojas de las plantas transplastémicas obtenidas en % de proteina

total soluble (PTS) va desde 0.1-0.5 %PTS.

Inmunoensayo Enzimatico
Plantas de Tabaco BPsc

% Proteina Total Soluble

Numero de Linea

Figura 22. Analisis por ELISA para la deteccién de la proteina PTPFHA en hojas de tabaco. Los
resultados se expresan en % PTS. 1: Linea A3; 2: Linea A4; 3: Linea A5; 4. Linea A6; 5: Linea B1;
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6: Linea B2; 7: Linea B3; 8: Linea B4; 9: Linea A2; 10: Linea A9. La linea 11 corresponde a la
planta sin transformar.

La variabilidad en la produccién de antigenos observada en estos
resultados preliminares de planta a planta, puede ser ddebida a que no se ha
alcanzado la homoplastia. Se realizaron analisis de PCR, RT-PCR y ELISA solo a
las plantas de tabaco transformadas por el método de biobalistica transformadas
con el plasmido pKCZ-BPsc bic, ya que fueron las Unicas que produjeron platas
adultas para su analisis, a diferencia de la transformaciéon nuclear con A.
tumefaciens, en donde solo se ha logrado regenerar pequerfios brotes resistentes
a la transformacion y al agente de seleccion, esto se debe a que la transformacion
con pBI121-BPsn se realizd 3 meses posterior a la transformacién de tabaco por
biobalistica, sin embargo, el tener brotes resistentes al agente de seleccion nos
permite considerar la posibilidad de obtener plantas transgénicas con las
construcciones, datos a verificar posteriormente.

El método de transformacién de tabacos tiene la limitante en cuanto a usar
el tejido para inmunizacién oral ya que cuenta con altos niveles de compuestos
toéxicos, entre los que destaca la nicotina, un alcaloide soluble y polar que
representa el 5% del peso de la planta, y lo recomendable seria incluir un paso de
purificacién adicional para eliminacién de alcaloides, sin embargo hay reportes de
pruebas en ratones donde se ha comprobado la inmunogenicidad de proteinas
recombinantes sin afectar el desarrollo del ratén y ha servido para prueba de
concepto ya que se pueden obtener resultados rapidos en cuanto a los andlisis de
los transgenes, asi como para demostrar que las construcciones pueden producir
las proteinas funcionales in vitro, analizadas en un menor tiempo que las
producidas en lechuga por transformacion nuclear. El obtener plantas
transplastomicas de lechuga es otro trabajo que se esta realizando en nuestro
grupo de investigacién con algunas dificultades en el regeneracién de esta
especie.

Para la realizacion de este trabajo se disefiaron dos construcciones

genéticas, las cuales incluyen los epitopos mencionados anteriormente. Ambas
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construcciones pudieron ser subclonadas en los vectores adecuados y no se
observaron problemas de crecimiento de E. coli ni de A. tumefaciens.

Se cuenta con plantas adultas de tabaco en tierra, las cuales demostraron
tener el transgén por medio de los analisis realizados de PCR, ademas, a estas
plantas también se les realizaron andlisis de RT-PCR, para comprobar la
presencia del transcrito, y que en analisis in vitro demostraron la funcionalidad de
la proteina antigénica al ser reconocida por un anticuerpo contra la cola de
Histidinas, lo cual es un resultado positivo para poder seleccionar las lineas mas
prometedoras para analisis in vivo en ratones.

La produccién de vacunas comestibles es una opcién viable la cual en un futuro
cercano tendra beneficios sociales y econémicos, ademas de ambientales debido a los
céstos de produccion reducidos y la facilidad en la produccién lo cual involucra el uso de
invernaderos controlados en comparacion con sistemas de biorreactores usados en estos
dias. Nuestra estrategia biotecnoldégica puede ayudar a la produccién de una vacuna
comestible contra la tos ferina, como.lo demanda la organizacién Mundial de la Salud y

ser de interés a las compafiias farmacéuticas productoras de vacunas.

“
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7. CONCLUSIONES.
Los resultados del presente trabajo demuestran que:

1) Las 2 construcciones generadas (pBI121-BPsn para la transformacién
nuclear y pKCZ-PBsc bic para transformacion de cloroplastos) se replican

en E. coli.

2) El vector pKCZ-PBsc bic es funcional para la fransformacion por

bombardeo de tabaco.

3) La transformaciéon de cloroplastos de tabaco con la construccion pKCZ-
PBsc bic permite la obtenciéon de plantas transplastémicas generacion TO,

como se demuestra en los analisis de PCR y ELISA.

4) La transformacion nuclear de lechuga mediante el co-cultivo de
Agrobacterium con el vector binario pBI121 portador del gen sintético BPsn,
permite la obtencion de brotes resistentes al agente de seleccion

presumiblemente transgénicos.
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8. PERSPECTIVAS

1. Purificar la proteina recombinante PTPFHA producida en tabaco
transplastomico por el método de biobalistica, usando resinas de afinidad
de histidina y mediante el uso de proteasa; dicha proteina servira como

~ control para la curva estandar en los ensayos de ELISA, asi como para

producir anticuerpos especificos contra la proteina recombinante.

2. Subclonar el transgén BPsc en el vector pADCT que esta disefiado para la

transformacion de cloroplastos de lechuga.

3. Transformar por el método de biobalistica cloroplastos de lechuga usando
el vector especifico mencionado anteriormente, que cuente sitios de

recombinacién homologa en lechuga (pADCT).

4. Obtener generaciones estables (T1) de plantas transplastémicas de tabaco
y (TO) de plantas transgénicas de lechuga para las construcciones

utilizadas a partir de semillas y brotes, respectivamente.

5. Analizar las plantas transgénicas y transplastomicas obtenidas con todas
las construcciones por PCR, RT-PCR, Southern blot y ELISA.

6. Una vez comprobada la presencia de los transgenes y la antigenicidad in

vitro de las proteinas heterélogas, analizar la inmunogenicidad en animales.

7. Realizar ensayos de retos contra B. pertussis, en animales inmunizados

con los materiales vegetales transformados.

e S e S —
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9. ANEXO

9.1. Preparacion de células quimicamente competentes y transformacién 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 indculo se tomaron 250 pl y se
afiadieron a 25 mL de caldo LB, se incubd por 90 minutos a 37°C y agitacion de
150 rpm. El cultivo se enfrié sobre hielo y se centrifugd 35 segundos a 12,000 rpm.
La pastilla se lavo con 4 mL de cloruro de calcio 0.1M y glicerol al 15%, y se volvié
a empacar por centrifugacién. Finalmente las células se resuspendieron en 630 pL
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 afadieron entre 10-100 ng del ADN de interés, se mezcl6 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 afadié 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.

9.2. Preparacion de células electrocompetentes de Agrobacterium
tumefaciens.

Se prepararon de acuerdo al protocolo de Cangelosi y col (1991). La cepa GV3101
se inoculé en medio de cultivo YM por dos dias, de este cultivo (DO. 0.04-0.08 a
600 nm), se tomaron 5 mL y se les agregé medio YM hasta 100 mL y se incubd a
28°C hasta obtener una densidad Optica de 0.5 (aproximadamente 4 h), se
centrifugé a 10,000 rpm por 10 minutos a 4°C, se elimin6 el sobrenadante y se
resuspendié 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 centrifugé a 12,000 rpm por 5 minutos a 4°C, se
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resuspendio la pastilla en 400 L de buffer HEPES y 10% de glicerol, se tomaron

alicuotas de 50uL y se almacenaron a -80°C.

9.3. Extraccion de ADN plasmidico.

Se basé en el método de lisis alcalina (Sambrook y col., 1989). Se tomaron 1.5 mL
de cultivo bacteriano crecido en el medio de seleccion apropiado durante 16 horas
y se centrifugé a 13,000 rpm por 2 minutos, se elimind parte del sobrenadante, se
resuspendié la pastilla con vortex y se afiadié 150 uL de la solucién | de Birboim
(BD) (Tris 0.25 M, pH 8, EDTA 10 mM, glucosa 10 mM), se mezcl6 en voértex y se
agregaron 300 ulL de la solucién I de BD (NaOH 0.2M, SDS 1%) recién
preparada, se agitd por inversiéon 5 veces, se afiadieron 225 uL de la solucion Il
de BD (Acetato de sodio 3M, pH 4.8), se mezclé por inversién y se colocaron los
tubos por 5 minutos en hielo, se centrifugé a 13,000 rpm por 10 minutos, se
recuperé la fase acuosa; se agregé un volumen de fenol-cloroformo-alcohol
isoamilico (25:24:1), se mezclé suavemente y se centrifugé 5 minutos a 10,000
rpm; se recupero el sobrenadante y se adiciond in décimo de volumen de acetato
de sodio 3 M, pH 7 y un volumen de isopropanol frio, se mezcld por inversién, se
precipité a -20°C por 30 minutos, se centrifugd a 13,000 rpm por 10 minutos a 4°C,
se elimind el sobrenadante y se lavé la pastilla con 500 uL de etanol al 70%.
Posteriormente se centrifugd por 2 minutos a 13,000 rpm, se agregé RNAsa y se
incub6 a 37°C por una hora, nuevamente se agregé fenol-cloroformo-aicohol
isoamilico y se precipitd el ADN con acetato de sodio e isopropanol frio, se lavé la
pastilla con etanol al 70%, se centrifugd 5 minutos a 12,000 rpm y se secd la

pastilla a 50-60 °C; se resuspendié en 30 pL de agua milli Q.

9.4. Preparacioén de soluciones y medios de cultivo.

9.4.1. 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 esterilizéd y se

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

calentd hasta disolver y se almacené a temperatura ambiente.

9.4.3. Mezcla basal de sales MS.

Solucion

Compuesto

. Nitrato de amonio

Concentracion
final (mg/L)

Concentracion
del stock 100 X

MS | 1650.0 165.0
Nitrato de potasio 1900.0 190.0
MS II Sulfato de magnesio 342.5 34.25
Sulfato de manganeso 16.9 1.69
Sulfato de zinc 8.6 0.86
Sulfato de cobre 0.025 0.0025
MS i 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 70.0 7.0
monobasico
Acido bérico 6.2 0.62
Molibdato de sodio 0.25 0.025
dihidratado |
‘MSV Sulfato ferroso 27.8 2.78
heptahidratado
'EDTA dihidratado 373 373

Los compuestos se disolvieron en agua destilada estéril y se almacenaron en
alicuotas de 250 mL a 4°C.
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9.4.4. Vitaminas MS.

Compuesto | Concentracion final |
(mg/L) . Stock 1000 X (mg/mL)
Myoinositol i 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.

9.4.5. Vitaminas B5.

Compuesto

| Concentracién (mg/lL) | 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.

9.4.6. Kanamicina.
Para preparar un stock de 50 mg/mL, se disolvieron 5 gramos de sulfato de
kanamicina en agua desionizada. Se afor6 a 100 mL, se esterilizé por filtacion

(filtro Milier-GP, 0.2 um) y se almacend a -20 °C.
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9.4.7. Acido naftalenacético (ANA).
Para preparar un stock de 1.5 mg/mL, se disolvieron 150 mg de ANA en 1.0 mL de
hidroéxido de sodio. Se aforé a 100 mL con agua desionizada y se almacen6 a -20

°C.

9.4.8. 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

almacend a -20 °C.

9.4.9. Cefatoxima

Para preparar un stock de 500 mg/mL, se disolvieron 2 gramos de cefatoxima en

agua desionizada estéril y se aforé a 4 mL, se almacen¢ a -20 °C.-

9.4.10. Cinetina (Cin).
Para preparar un stock de 1.0 mg/mL, se pesaron 100 mg de cinetina y se
disolvieron en 1.0 mL de acido clorhidrico 1 N, se afor6 a 100 mL con agua

desionizada y se almacen6 a -20 °C.

9.4.11. Acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D).
Para preparar un stock de 1.0 mg/mL, se pesaron 100 mg de 2,4-D y se
disolvieron en 1.0 mL de hidréxido de sodio 1 N, se aforé6 a 100 mL con agua

desionizada y se almacené a -20 °C.

9.4.12. Procedimiento general para la preparacion 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 afadir reguladores de crecimiento y vitaminas apropiados,
el pH fue ajustado a 5.7 (en el caso de medio de cultivo para lechuga) o 5.8 (para
medio de cultivo de tabaco) con hidréxido de sodio 1 N/ acido clorhidrico 1 N y se
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afor6 con agua destilada estéril. Para los medios semisélidos se afadieron 7
gramos de agar. Los medios se esterilizaron a 15 Ib/pulgada’ por 15 minutos.

Cuando fue necesario, la kanamicina o la espectinomicina previamente

esterilizadas por filtracion, se afadieron al medio después de esterilizar una vez

que su temperatura bajé hasta aproximadamente 50°C.

9.4.13. Composicion de medios de cultivo.
Medio : Vitaminas | ANA | BA 2,4-D | Caseina |
: - (mglL) ; (mglL) | (mg/L) : (mgl) | (glL)

. Cinetina | pH

MS ¢ MS ws

MSO B5 - - : . R

NS 164 B5 0.05™""0°63 i . : 57

WS MS 0 0% : . : 57
UM MS - - 0.25 2.0 2.0

RMOP B5 G A . . 58

9.4.14. 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 ajustdé a 7.0

con hidroxido de sodio 1.0 N, se aforé con agua destilada y se esterilizé.

9.4.15. Medio de cultivo LB.
Para preparar un litro de medio LB se pesaron 20 g de base para medio de cultivo
LB, se disolvi6, se aforé con agua destilada y se esteriliz6. Cuando fue necesario

se agregaron 10 g de agar grado bacterioldgico.

e —
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9.4.16. Soluciones Bradford.
9.4.16.1. Solucidn A.

Para preparar la solucién A se mezclaron 25 mL de etanol al 95%, 50 mL de acido
fosférico al 85% y 87.5 mg de azul de Coomassie, se agitdé hasta disolver

completamente, se filtré con papel filtro y se almacend a 4°C.

9.4.16.2. Solucion B.
La solucién B se preparé mezclando 7.5 mL de etanol al 95%, 15 mL de acido
fosférico y 15 mL de la soluciéon A. Se afordé a 250 mL con agua destilada estéril y

se almacend a 4 °C.

9.4.17. Buffer salino de fosfatos (PBS).

Para preparar un litro se pesaron 1.42 g de fosfato de sodio, 408 mg de fosfato de
monobasico de potasio y 5.85 g de cloruro de sodio, se disolvieron en agua
destilada estéril, se ajusté el pH a 7.2 con éacido clorhidrico 1 N/hidréxido de sodio

1.0 N, se afor6 con agua destilada.

9.4.18. Buffer de carbonatos.
Para preparar 100 mL se pesaron 159 mg de carbonato de sodio, 294 mg de
bicarbonato de sodio, se disolvieron en agua destilada estéril, se ajusté el pH a 9.6

con acido clorhidrico 1 N y se aforé.

9.4.19. Buffer de fosfatasa alcalina.

Para preparar 100 mL se pesaron 1.017 g de cloruro de magnesio, 1.211 g de Tris
base y 584.4 mg de cloruro de sodio, se disolvieron en agua destilada estéril, se
ajusto el pH a 9.5 con acido clorhidrico 1 N/hidréxido de sodio 1.0 N, y se aforé.

- — o 0 oo 0 O 000 o @ @0
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