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RESUMEN

Introduccion. Para la obtencion de una vacuna contra el virus de la rabia se han
desarrollado diversas tecnologias incluidas las vacunas comestibles. Objetivo.
Evaluar la respuesta inmune en animales de laboratorio inmunizados via oral con
zanahoria y maiz que expresan la proteina G del virus de la rabia (Gp-RV).
Materiales y métodos. Células embriogénicas de zanahoria y maiz fueron
transformadas por biobalistica con vectores de expresion vegetal que expresan el
gen G de Gp-RV. Las células embriogénicas fueron cultivadas en medio de
seleccion con glufosinato de amonio y las plantas adultas regeneradas de ambas
especies fueron analizadas para detectar la presencia de Gp-RV por PCR y
Western blot. Con tejido radicular de zanahoria y semillas de maiz (expresando
100 ug de Gp-RV) se alimentaron ratones. El titulo de anticuerpos séricos fue
evaluado cada 15 dias, mientras que la inmunidad celular fue evaluada por
determinacion de las concentraciones de IFN-y e IL-4 por ELISA. Los ratones
fueron desafiados con el virus de la rabia a los 60 dias post vacunacion.
Resultados. De las células embriogénicas transformadas se regeneraron 4
plantas adultas de maiz y 20 de zanahoria que expresaron la Gp-RV. Los ratones
inmunizados con estas, desarrollaron anticuerpos antirrabicos en suero. La prueba
de ELISA demostro la presencia del IFN-y y en menor grado IL4. Tanto los
animales del grupo control positivo como los animales alimentados con maiz
sobrevivieron al desafio. Discusion y Conclusiones. Ambos tejidos
administrados por via oral fueron capaces de inducir anticuerpos protectores
contra el virus de la rabia. Ademas en el caso de maiz, induce un balance entre la

respuesta inmune TH1y TH2.

Palabras clave: Rabia, zanahoria, maiz, biobalistica, vacunas derivadas de

plantas.



ABSTRACT

Introduction. To obtain a vaccine against rabies virus has developed various
technologies including edible vaccines. OBJETIVE. Evaluate the immune response
in laboratory animals immunized orally with corn and carrot that express the G
protein of rabies virus (RV-Gp). MATERIALS AND METHODS. Embryogenic cells
of carrot and corn were transformed by biobalistic with plant expression vectors
that express the gene Gp-G RV. Embryogenic cells were proliferated in selection
medium with glufosinate ammonium. The presence of Gp-RV was analyzed for by
PCR and Western blot onto adult plants (maize and carrot). Male mice were fed
with carrot root tissue and seeds of maize, that expressed 100 ug expressing GP-
RV. The anti-G protein antibodies was evaluated every 15 days, whereas cellular
immunity was determined only in animals immunized with maize. The
concentrations of IFN-y and IL4 were measured by ELISA. The mice were
challenged with rabies virus at 60 days post vaccination. RESULTS. Embryogenic
cells of transformed plants were regenerated 4 adult corn and 20 carrots
expressing the Gp-RV. Mice immunized with transformed plant tissue developed
anti-rabies antibodies in serum and the ELISA showed the presence of IFN-y and
low levels of IL4. Both the positive control group and animals fed with corn survived
the challenge. DISCUSION AND CONCLUSIONS. Both tissues administered
orally in mice induced protective antibodies against rabies virus. Moreover, in the

case of maize, induce an immune response balance between TH1 and TH2.

Keywords: Rabies, carrot, maize, biolistic, plant derived vaccines.
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1.0 REVISION DE LA LITERATURA

1.1 Caracteristicas del virus de la rabia.

El virus de la rabia pertenece al orden de los Mononegavirales, a la familia
Rhabdoviridae y al género de los Lyssavirus. Este grupo esta caracterizado por
ser virus envueltos, su genoma es ARN de cadena negativa no segmentado. La
morfologia de estos virus es cilindrica con forma de bala de fusil (Figura 1). Su
peso molecular del virus es de 46, 106 kDa (Wunner et al., 1988 y 2004; Ross et
al., 2008).

Glicoproteina

Proteina M

Proteina P
Proteina L

Figura 1. Esquema del virus de la rabia. Las proteinas N,P y L forman la
Ribonucleoproteina que envuelve el ARN protegiéndolo.

El Comité Internacional de Taxonomia de Virus reconoce siete genotipos de
lyssavirus. El virus de la rabia es conocido como el genotipo 1y los seis restantes
son conocidos como lyssavirus relacionados a rabia o como lyssavirus no-rabicos
(Nel & Markotter, 2007). Los lyssavirus conocidos se muestran en la Figura 2. En
esta figura los autores han incluido ademas cuatro lyssavirus no clasificados
aislados de murciélagos asiaticos (Nel & Markotter, 2007). Dicha clasificacion esta
basada en la secuencia de nucleotidos de la proteina N, estos genotipos han sido

confirmados ademas por secuenciacién de la glicoproteina y de la fosfoproteina



(Badrane et al, 2001; Nadin-Davis et al, 2002). Los genotipos han sido nombrados
como: virus de la rabia (genotipo 1), virus de Lagos (genotipo 2), virus Mokola
(genotipo 3), virus Duvenhage (genotipo 4), lyssavirus de murciélagos europeos
(EBLV) tipo 1 y 2 (genotipos 5 y 6 respectivamente), y virus de murciélagos
australianos (ABLV; genotipo 7). Con excepcién del genotipo 2, todos los
lyssavirus han sido asociados con signos clinicos indistinguibles y enfermedad
fatal en humanos (Ross et al 2008; Warrell & Warrel, 2004).
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Figura 2. Arbol filogenético de los Lyssavirus. La clasificacién fue llevada a cabo por
alineamiento de 1353 pb del gen N de los aislamientos virales de los siete genotipos de
lyssavirus y cuatro aislamientos no clasificados. RABV: virus de rabia; LBV: virus de
murciélagos de Lagos; MOKYV: virus Mokola; DUVV: virus de Duvenhage; WCBYV: virus de
murciélagos caucasicos del oeste; ABLV: lyssavirus de murciélagos Australianos. EBLV-1 y
EBLV-2: lyssavirus de murciélagos Europeos 1y 2.

El ARN viral consta de 11,932 nucledtidos, y se encuentra contenido en una

nucleocapside helicoidal, constituyendo la ribonucleoproteina (RNP), la cual tiene
un diametro de 75 nm y tiene 130 nm de largo.



El virus de la rabia es envuelto, la membrana formada por fosfolipidos es derivada
de la membrana plasmatica de las neuronas donde se replica. La superficie
externa del virus presenta peplédmeros de 10 nm que le da una apariencia de

espinas (Wunner, 2002).

El genoma esta constituido por cinco genes: N, NS, M, G, L que codifican para el
mismo numero de proteinas. Entre los genes G y L, existe un pseudogen o, el cual
no codifica para ninguna proteina. En cepas virales modificadas se ha demostrado
que dicho gen no participa en los procesos de diseminacion o patogenicidad ya
que no es un gen expresable, en algunos estudios se ha utlizado para
epidemiologia molecular, sobre todo la region cercana al gen G del virus (Ceccaldi
et al., 1998; Faber et al., 2007; Wunner 2002).

La fosfoproteina (P).-

También llamada proteina NS (no estructural), posee 297 aa, es altamente
conservada entre los genotipos (>97%), esta asociada a la RNP e interactua con
la polimerasa, se ha demostrado su participacién en la transcripcién y en la
replicacion del ARN del virion. Se ha encontrado en diferentes formas de
fosforilacidon, puede presentarse hiper o hipo-fosforilada y ambas formas pueden
ser observadas a diferentes migraciones en geles de poliacrilamida (Gupta et al.,
2000).

Durante la formacion de la nucleocapside (NC) viral la proteina P, que se
encuentra estrechamente asociada a la NC; sufre cambios conformacionales, lo
anterior sucede en el extremo N- terminal (Morimoto et al., 2005;
Pulmanausahakul et al., 2008; Toriumi & Kawai, 2004). Una funcién esenciale de
la proteina P es la estabilizacion de la proteina L, la polimerasa del virus, en la
plantilla de ARN (Curran et al., 1995; Morimoto et al., 2005). Por otra parte, el gen
que codifica para dicha proteina ha sido utilizado para la caracterizacién molecular

del genero Lyssaviruses. Nadin-Davis et al. (2002) informaron que utilizando este



gen se revela una clara division entre los lyssavirus de murciélagos australianos y
el genotipo 1, 6 virus de la rabia. Ademas de diferencias entre el virus que circula
principalmente en canidos vy las cepas americanas de hospederos terrestres y

quirépteros (Nadin-Davis et al., 2002).

La proteina L (L).-

Contiene (2142 aa), es codificada por el quinto gen y constituye mas del 50% del
genoma viral. Es la polimerasa del virus por lo que es la responsable de la
trascripcion y de la replicacion del ARN viral. Es la subunidad catalitica del
complejo de la ARN polimerasa, el gen que codifica para esta proteina consta de
6380 nucledtidos. Por si misma actua como polimerasa y junto con la P actua
como una proteina reguladora de la trascripcion. Posee cuatro dominios, dos de
ellos altamente conservados y se encuentran en la parte central de la proteina
(Wunner 2002).

La nucleoproteina (N).-

La proteina N esta formada por 450 aa, los cuales son altamente conservados
entre las diferentes cepas del virus. Tiene un peso aproximado de 55 kDa es
fosforilada y esta asociada con el ARN viral protegiéndolo de las ribonucleasas y
manteniéndolo en una configuracion conveniente para la trascripcién. Para el
analisis de su estructura, Kawai et al., (1999) demostraron mediante el
reconocimiento de un anticuerpo monoclonal, que la proteina N no se fosforila
inmediatamente, sino que primero se asocia con la proteina P para formar la
nucleocapside. Al estar intimamente relacionada con el complejo proteinas P-L, la
proteina N juega un papel importante en los procesos de trascripcién y regulacién
del ARN, ya que se ha observado que dicha proteina puede ser fosforilada por la
casein cinasa Il y la ausencia de esta fosforilacién disminuye la transcripcion
(Toriumi & Kawai, 2004).

Durante el proceso de encapsidacion del nuevo ARN gendmico, la proteina N

induce a la polimerasa viral que cambie del modo de trascripcion viral al de



replicacion viral. Se ha demostrado experimentalmente que la nucleoproteina
ligada al ARN es resistente a la accion de las ARNasas durante la transcripcion in
vitro (Wu et al, 2003). Ademas, se ha demostrado la organizacién estructural de la
proteina N activa a las células B para proliferar y producir anticuerpos. En adicion,
dicha proteina, induce en la RNP la potencializacion de la respuesta de células T
cooperadoras, resultando en una fuerte y prolongada respuesta inmune contra el
virus (Lafon et al, 1994). Los anticuerpos promovidos por la proteina N estan
dirigidos contra los cuatro sitios antigénicos que se han estudiado. Mediante el uso
de anticuerpos monoclonales se ha visto que la conformacion de dichos sitios es
crucial para la induccion de anticuerpos. (Goto et al., 2000; Morales et al 2006).
ademas se ha sugerido que la proteina N puede ser eficiente para ser presentada
a las células presentadoras de antigeno (Koser et al., 2004). Finalmente, se ha
postulado a la proteina N como inmunomodulador debido a la estimulacion de
anticuerpos que promueve incluso cuando ha sido utilizada como adyuvante
(Astoul et al., 1996; Loza-Rubio et al., 2009).

La proteina M.-

Posee (202 aminoacidos), se localiza sobre la cara interna de la envoltura lipidica,
es una proteina estructural, con un peso molecular de 26 kDa (Wunner et al.,
1988). Es una proteina multifuncional, y ha mostrado que regula el balance entre
la trascripciodn y replicacion; la delecidn del gen M resulta hasta en 500,000 veces
la reduccién en la produccion viral; interactua con la RNP e induce la formacién
de un “esqueleto” superenrollado del complejo proteina-ARN que sirve para la
formacién de la RNP en la progenie viral e induce la salida de las particulas virales
de la membrana plasmatica o del reticulo endoplasmico de las células infectadas.
(Mebatsion et al.,, 1999; Pulmanausahakul et al., 2008; Wirblich et al., 2008)
Wunner et al., 2004).



La proteina G.-

Esta compuesta por trimeros de 505 aa y tiene un peso de 65 kDa, posee de dos
a cuatro sitios de N-glicosilacion, uno o dos son dependientes de la cepa viral y
son importantes para el plegamiento de la proteina (Poian et al., 2005). Tiene
también una regién transmembranal, con la cual se ancla a la membrana
fosfolipidica del virus (Figura 3) (Faber et al., 2007; Ross et al., 2008). Los
primeros 19 aa del extremo N-terminal representan el péptido sefal, ya que son
predominantemente hidrofdobicos. Posteriormente un dominio hidrofébico de 22 aa
es propuesto como el segmento transmembranal, importante en el correcto
plegamiento del ecto-dominio. Desde este extremo se extiende una secuencia de
44 aa que corresponde a un dominio hidrofilico citoplasmatico, que interactua con
la proteina M y las proteinas de la nucleocapside (Gaudin et al., 1999; Ross et al.,
2008).

La proteina G es el principal antigeno de superficie del virus y su inmunogenicidad
depende de su conformacion tridimensional y estructura, la cual contribuye a la
formacion de los tres sitios antigénicos y modificaciones postraduccionales,
aunque se ha demostrado que la utilizacién de cualquiera de los péptidos es
inmunogénico (Dietzchold et al., 1990; Wunner 2002; Drings 1998).

Ademas, la proteina G es responsable de la induccién de los anticuerpos
neutralizantes y de la estimulacion de los linfocitos T citotoxicos y cooperadores.
Esta involucrada en el reconocimiento del receptor celular especifico y a pH bajos
induce la fusién de la envoltura viral con la membrana celular (Sakai et al., 2004).
La proteina G es la responsable del neurotropismo del virus, mutaciones en ella
disminuyen la neuroinvasividad sin perjudicar la capacidad del virus para
multiplicarse en cultivo celular (Benmansour et al., 1991; Drings, 1998;
Kankanamge et al., 2003). Estudios recientes, han demostrado que la expresion
de proteina G en el sitio de inoculacion del virus promueve una fuerte respuesta
inmune antiviral, ya que se induce la apoptosis de las células infectadas (Finke &

Conzelmann 2005; Nakamichi et al., 2004). La glicoproteina es la principal



colaboradora de la patogenicidad del virus. Varios mecanismos patogénicos estan
asociados a la proteina G: interactua con las moléculas de la superficie celular que
pueden mediar la salida del virus; interactua también con el complejo RNA-NP-M
para la salida de las particulas virales de la célula. La patogenicidad de cepas de
rabia fijas (ERA, CVS) correlaciona con la presencia de un determinante localizado
en el sitio antigénico Il de la proteina. Variantes del virus con mutaciones en la
posicion 333 (Arg—Glu) afectan el sitio antigénico Ill perdiendo su capacidad para

matar ratones inmunocompetentes (Faber et al., 2005).
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Figura 3. Esquema de la proteina G del virus de la rabia. En esta figura se observan los
trimeros formados por la proteina G insertada en la membrana fosfolipidica de la célula
hospedera. También estan representados los sitios antigénicos de la proteina, asi como los
dominios en los que se divide la glicoproteina.

1.1.2 Patogenia

El principal modo de transmisién es por medio de la mordedura de un animal

infectado con el virus y en un grado menor los arafiazos, el lamido, los aerosoles o



por transplante de cérnea. El virus de la rabia es transmitido a través del contacto
con la saliva del animal enfermo, esto quiere decir, que para ser inoculado no
necesita necesariamente ser mordido, sino que basta que exista una solucion de
continuidad en la piel que entra en contacto con la saliva del animal rabioso y que
ademas lleve una cantidad adecuada de virus para infectar. Las evidencias
experimentales indican que el virus tiene una replicacion primaria en los miocitos
del sitio de inoculacién, justo antes de penetrar a nervios. La prolongada retencién
del virus en los miocitos después de la inoculacion puede contribuir a las
marcadas diferencias en el periodo de incubacién. En periodos de incubacién
cortos, el virus invade los nervios periféricos y la replicacion puede ser limitada a
tejidos extraneuronales. La replicacion viral en fibras del musculo, después de la
infeccion y antes de la invasion del sistema nervioso central, sugiere que dicha
amplificacion es necesaria para la produccion de virus suficiente para la invasion

de los nervios periféricos (Lima et al., 2005).

El virus rabico penetra a las fibras nerviosas desmielinizadas o terminaciones
musculares, de las neuronas sensoriales o motoras, de la raiz de los ganglios
dorsales, en la parte anterior de la médula espinal y que inervan al sitio afectado.
Aqui ocurre la primera replicacion viral, y de ahi se mueve en forma centripeta e
intraaxonal con un desplazamiento aproximado de 3 mm/hora, hasta el SNC.
Después de la infeccion en el cerebro, el virus es diseminado de forma centrifuga
a varios tejidos de las vias respiratorias, gastrointestinales y urogenitales. Se ha
demostrado la presencia del virus en glandulas salivales, bazo, corazén, lengua,
higado, vias urinarias, musculos, uniones mioneuronales y motoras, tanto en
humanos como en animales (bovinos, murciélagos, perros y gatos). En humanos
se ha demostrado la presencia del virus en vias adrenales, pancreas y tracto
gastrointestinal (Lima et al., 2005; Tan et al., 2007).

En general el tiempo de incubacion es de 30 dias, pero varia de acuerdo con la

naturaleza del virus, el lugar de penetracion y la cantidad de virus inoculada. Por



otra parte, se han notificado casos de perros infectados capaces de llevar el virus
en la saliva por periodos prolongados, mientras permanecen como excretores
asintomaticos. El periodo de incubacion sera mas breve, si el punto de contacto ha
sido la cabeza, el cuello o los miembros superiores, porque el virus alcanzara el
sistema nervioso central (SNC) con mayor rapidez, llegando principalmente a
través de los troncos nerviosos, de ahi emigra hacia los tejidos, pero sobre todo
hacia las glandulas salivales, de donde es excretado a través de la saliva (Wagner
1999; Hendekli 2005; Lafon 2005). Aunque esta es la ruta mejor descrita,
recientemente se ha demostrado la transmision del virus de la rabia a través del
transplante de 6rganos sélidos y tejidos, hasta 2005 habian sido documentados 8
casos (Burton et al., 2005).

En cuanto al desarrollo de la enfermedad observado en animales, no se conocen
signos clinicos especie-especificos. La severidad y variacion de los signos esta
relacionado al sitio especifico de la lesion primaria en el sistema nervioso, a la
cepa del virus, la dosis y la ruta de infeccion (Smart & Charlton, 1992). En general,
después de algunas semanas, sigue un periodo prodromico; este periodo se ha
reportado desde 10 dias hasta varios meses, al igual que en humanos la mordida
en cuello o cabeza del animal, asi como en areas altamente inervadas acelera la
presentacion de los signos. Al fin del periodo de incubacién, la enfermedad

progresa a un corto estado prodrémico, encefalopatia y muerte (Charlton, 1994)

1.1.3 Inmunidad contra el virus de la rabia.

La respuesta inmune desencadenada por el virus de la rabia es peculiar debido al
estatus del sistema nervioso como sitio inmuno-privilegiado. Esto esta basado
principalmente en la restriccion de migracion de las células T y la deficiencia de
células presentadoras de antigeno profesionales. Ademas de estos las cepas
patogénicas del virus desencadenan un estado inmunosuprimido de la respuesta

inmune periférica derivada de bazo (Lafon, 2002)



La proteccion contra el virus de la rabia es mediada principalmente por la
produccion de anticuerpos neutralizantes de virus, y/o linfocitos T (CD*
cooperadores y cD® citotoxicos). Aunque la proteccién contra la infeccion del
virus de la rabia es probablemente el resultado de diversas interacciones efector-
hospedero, los anticuerpos neutralizantes de virus (ANV) que son producidos
principalmente contra la proteina G, juegan el principal papel en la
inmunoproteccion contra la infeccibn con rabia (Dietzschold et al, 1990;
Desmézieres et al., 1999). Tanto la proteina G como la N juegan un papel
importante en la induccién de la proteccién. Por un lado, la proteina G ademas de
inducir la formacioén de anticuerpos neutralizantes de virus, promueve también la
produccion de células T cooperadoras y citotdxicas. Su estructura es critica para
ambas, la induccion de anticuerpos neutralizantes como para la proteccion ya que
estd se ha demostrado haciendo desafios intracerebrales. En el caso de la
proteina N que es mas conservada a través de los genotipos, estimula la
produccion de células T cooperadoras e induce la proteccién contra el desafio
intracerebral, lo anterior por induccion de IFN-y (Drings et al., 1999; Hooper et al.,
1994).

La funcién de estas células T en la infeccidon por rabia es completamente de
cooperacion para la induccion de células B y la produccion de anticuerpos; a su
vez actuan como efectores celulares para una inmunidad celular citotdxica
(Jackson, 1997). Juegan un papel importante en la proteccion contra la infeccién
por el virus, lo anterior ha sido demostrado en animales deficientes de células T
infectados con el virus. Estos animales murieron aun cuando se utilizé6 una cepa

del virus poco virulenta que regularmente no causa la muerte (Kaplan et al., 1975)

Después de la captura por macrofagos y otras células presentadoras de antigeno,
los antigenos del virus de la rabia son presentados a células CD4 o CD8. Esta
estimulacién induce la produccion de citocinas tales como IL-2, IL-4 e IFN-y. Las

células CD4 pueden proveer ayuda para la produccion de anticuerpos

10



neutralizantes por los linfocitos B. Se ha visto que tanto la IL2 como el IFN-y
amplifican la proteccién inducida por las vacunas y también activan células T

citotoxicas, T cooperadoras, células B y NK (Drings, 1999).

Cuando el virus ha alcanzado a las células de la microglia estas pueden activarse
e inducir neuroproteccion relacionando factores tropicos y sustancias
neuroprotectivas tales como plasminoégeno e IL6. En contraste la microglia puede
activar también apoptosis en neuronas dafadas por relacion a factores toxicos
incluyendo oxido nitrico. Esta activacion esta controlada por citocinas y moléculas
inflamatorias tales como IL-1a/B, TNF a, IFN y 6xido nitroso (NO). El resultado de
esto es la migracion de las células T a través de la barrera hemato-encefalica
(BHE), sin embargo ha sido demostrado que las células que se han infiltrado a la
BHE no pueden controlar la infeccion. Lo anterior puede deberse a que las células
T no son especificamente activadas, son anérgicas, o son destruidas por
apoptosis poco después de ingresar al sistema nervioso central (Baloul L & Lafon
M, 2003). Experimentalmente, cuando el virus ha sido inyectado Vvia
intramuescular, esté libera la expresion de ARNm para IFN-y y bajos niveles de
anticuerpos en el sistema nervioso central. Sin embargo, la inyeccion plantar
promueve la proliferacion celular y actividad citotéxica de células en linfonodos
(Lafon 2005).

En cuanto a la respuesta inmune desarrollada tras la vacunacion, esta involucra la
activacion de células B especificas diferenciadas dentro del plasma que producen
anticuerpos y células B de memoria. Los anticuerpos generados son especificos
para la proteina G (en vacunas con virus vivo o muerto, también se generan
anticuerpos contra las otras proteinas) y son dirigidos especificamente contra los
componentes antigénicos de la proteina G y neutralizan al virus (Lafon et al.,
1990). La produccion de estos anticuerpos neutralizantes de virus involucra un

refinado proceso de ajuste de especificidad resultando en la seleccion de células B
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avidas del antigeno. Este ajuste de especificidad y produccién de anticuerpos es
dependiente del correcto plegamiento de la proteina ya que de otra forma los sitios
antigénicos no quedan expuestos. En un experimento donde ratones fueron
inmunizados con vectores de ADN que contenian a la proteina G truncada en
diferentes sitios, demostrdé que los sitios antigénicos Il y Il son los responsables
de la induccion de anticuerpos neutralizantes de virus y que esto es como ya se

habia mencionado del plegamiento de la proteina (Desmézieres et al., 1999)

1.1.4 Vacunas antirrabicas

La primera vacuna antirrabica administrada con éxito fue realizada por Luis
Pasteur a Joseph Meister, un nifio de 9 afos de edad. Esta consistio en
inoculaciones subcutaneas de una suspension desecada de médula espinal de
conejos rabiosos; a partir de este hecho se han desarrollado diferentes tipos de
vacunas (Lodmell & Ewalt, 2004; Loza-Rubio & Gémez-Lim, 2004).

Las vacunas de primera generacion se producen en tejido nervioso de diferentes
animales inoculados con virus de la rabia y son inactivadas con fenol, formol, luz
ultravioleta y con B-propiolactona. A pesar de los severos efectos que pueden
producir las vacunas a partir de cerebro de cabra y borrego (tipo Semple), y de
cerebro de ratén lactante (tipo Fuenzalida) se siguen utilizando en algunos paises,
ya que son faciles de preparar, y resultan econdmicas. En algunos paises en vias
de desarrollo, representan el unico recurso de prevencion contra la infeccion. En
los 50’s, las vacunas de embrion de pato y la Flury de alto pasaje ingresaron al
mercado y permanecieron hasta los afios 80, fueron retiradas del mercado, porque
tenian una respuesta poco inmunogénica, ademas de que a menudo causaban

reacciones adversas (Briggs et al., 2002; Drings, 1999).

A finales de la década de los 90’s se desarrollaron vacunas de tipo oral utilizando

la cepa ERA del virus. La primera denominada SAD, es una vacuna de virus
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atenuado. Resultd eficaz en la vacunacion de animales silvestres, sin embargo
presentd problemas de virulencia residual y bajos titulos de anticuerpos en ganado
(Paolazzi et al., 1999; Piza et al., 2002; Wandeler, 2000). Por otra parte, las
vacunas SAG-1y SAG-2, derivadas de la SAD con cambios en el codon 333 de la
glicoproteina, son genéticamente mas estables. Lo anterior resulté en la exitosa
vacunacion oral de zorros en Europa y en perros (Orciari, 2001). El uso de la
vacuna Rabigen (SAG-2) ha sido evaluada también de forma exitosa en la
inmunizacion de mapaches, todos los animales inmunizados presentaron
seroconversion y sobrevivieron a un desafio realizado después de seis meses post
vacunacion (Cliquet et al., 2006). Adicionalmente, en paises como la India en
donde la transmision del virus por perros callejeros se han montado ensayos piloto

utilizando esta vacuna de forma oral (Pradhan et al., 2008).

Uno de los principales problemas para controlar la enfermedad son los animales
que funcionan como reservorios en la transmision del virus, por lo cual fue
necesario el diseiio de un biolégico mas seguro y eficaz para la vacunacién de
estos animales. Hasta la década de los 70’s el unico recurso de vacunacion para
animales era la vacunacion parenteral, sin embargo esto es dificil en el caso de
animales silvestres (Desmettre et al., 1990). Por lo que la unica alternativa fue la
vacunacion oral. Debido a que las vacunas inactivadas que se utilizaban no eran
estables al ser administradas por via oral, se utilizd un vector viral que expresara a

la glicoproteina del virus de la rabia.

En Norteamérica en 1971 y en Europa en 1972 (Baer et al.,, 1971; Mayr et al.,
1972) se desarrollaron las primeras vacunaciones utilizando este sistema de
vacunacién. En Europa, la rabia en zorros fue controlada con la primera
vacunacion oral masiva que se llevo a cabo el 1978 en el valle de Rhéne, Suiza en
zonas endémicas posteriormente la distribucion se extendio a diferentes territorios;
la distribucion se llevd a cabo de forma manual utilizando cebos que contenian la
vacuna (12-25 cebos/Km?) (Bugnon et al., 2004; Wandeler, 2000).
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Para la vacuna Raboral V-RG, disefiada para uso veterinario, la proteina G fue
clonada en virus vaccinia y fue utilizada para el control de la rabia silvestre en
Europa, resultando en la erradicacion de rabia silvestre en Bélgica, demostrando
asi sus propiedades inmunogénicas (Brochier el al., 1991; Paloazzi, 1999). Este
sistema de expresion (vaccinia-proteina G de rabia) ha sido mejorado, obteniendo
buenos resultados en la inmunizacion por via oral de fauna silvestre (Blanton et
al., 2007)

Por otra parte, la proteina G fue expresada en un adenovirus con replicacion
defectiva, esta vacuna se le nombro Adrab.gp. El uso de esta vacuna demostro la
activacién de células T citotoxicas y produccion de anticuerpos neutralizantes en
ratones inmunizados por via subcutanea. Su eficacia fue superior a la vacuna
disefiada en vaccinia, ya que la vacuna Adrab.gp se presento un menor porcentaje
de mortalidad y mayor titulo de anticuerpos neutralizantes (Lodmell y Ewalt, 2000;
Wang et al, 1997; Xiang et al., 1996). Mas recientemente, se ha desarrollado una
vacuna utilizando un adenovirus canino para expresar la proteina G del virus de la
rabia. Esta vacuna fue evaluada en gatos administrandola por las vias
intramuscular, oral e intranasalmente en todos los casos loa animales
desarrollaron una respuesta humoral especifica y sobrevivieron a un desafio con
un virus de desafio estandar (Hu et al., 2007) La vacuna fue administrada oral e
intrasalmente en perros y después de 3 semanas post-vacunacion los animales
desarrollaron anticuerpos antirrabicos, manteniendo niveles de por lo menos 0.5

Ul/mL hasta por dos afios (Shoufeng et al., 2008).

Posteriormente, debido a la preocupacion de que los vectores virales utilizados
pudieran integrarse a los genomas de células eucariotas, se utilizé un Canarypox,
para expresar la proteina G del virus. El virus es capaz de infectar a células de
mamiferos, pero no se produce la infeccion, ya que es un virus que solo afecta

aves. A esta vacuna se le nombré (ALVAC-RG), fue bien tolerada tanto por
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animales como por humanos, demostrando promocion de respuesta humoral en
perros y en gatos (Fries et al.,, 1996). Otros esfuerzos han sido llevados a cabo
utilizando este vector viral, Wright y colaboradores (2004) expresaron la proteina
G del virus de la rabia en un canaripox, adicionalmente también fue expresado un
antigeno del virus de inmunodeficiencia humana. La vacuna ademas de
desarrollar respuesta humoral contra los dos antigenos sino que también

mostraron la induccién de linfocitos T citotoxicos (Wright et al., 2004).

Otro ejemplo de vacuna utilizando vectores virales, fue el desarrollado por Saxena
y colaboradores (2008). Este grupo de trabajo expreso la proteina G del virus de la
rabia en el virus sindbis, el cual es modificado para tener una replicacion
deficiente. La eficacia de la vacuna fue comparable con la de una vacuna de ADN
y otra de cultivo celular (Rabipur). En este caso, los ratones fueron inmunizados
intramuscularmente con el vector viral, desarrollaron una respuesta humoral y
mediada por células, la vacuna ademas confirio completa protecciéon ante un
desafio (Saxena et al., 2008). Otro sistema utilizado, fue el virus de pseudorabia,
en este virus se expreso de igual forma la glicoproteina del virus de la rabia y al
inocularlo por via oral e intramuscular en perros fue capaz de inducir una

respuesta inmune especifica y duradera por 6 meses (Yuan et al., 2008)

Por otra parte, se encuentran las vacunas de ADN desnudo, en las cuales la
glicoproteina es clonada dentro de un plasmido que es replicado en bacterias.
Estas vacunas han sido evaluadas en ratones, perros, gatos y primates (Wang et
al., 1997; Lodmell et al., 1998; Perrin et al., 1999). Este tipo de bioldgicos
representan una ventaja sobre las vacunas tradicionales, ya que son mas seguras
y estables, son mas faciles de manipular en su producciéon y se ha demostrado la
produccion tanto de respuesta humoral de largo plazo, asi como respuesta inmune
celular (Cupillard et al., 2005; Lodmell et al., 2006; Tesoro-Cruz et al., 2006;
Tesoro-Cruz et al., 20082 y 2008b; Xiang et al., 1994).
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1.2 Produccién de antigenos es plantas.
1.2.1 Métodos de transformacion vegetal.

La transferencia vegetal se puede definir como el proceso de cambiar el fenotipo
de un organismo a través de la introduccién de ADN extrafio a su genoma.

Las técnicas para llevar a cabo este proceso pueden dividirse en técnicas de
transformacion estable (el transgen se integra al ADN vegetal y es heredable) y
transitoria (el transgen se expresa solamente en el tejido trasfectado) (Kaufman et
al., 1995). La expresion transitoria es mas rapida comparada con la estable y da
resultados en dias, sin embargo tiene como limitante que la produccién no se

puede escalar (Shillberg et al., 2005).

En la actualidad, se ha demostrado que practicamente todas las especies
vegetales son susceptibles para la transferencia de genes por alguna de las
técnicas siguientes: microinyeccion, electroporacion, transferencia de ADN por
infeccibn con Agrobacterium tumefaciens y biobalistica (Rusell et al., 1992;
Morrish y Fromm, 1992; Klein & Fitzpatrick-MacElligott, 1993; Christou, 1995; Kholi
et al., 2003).

La transformacion por A. tumefaciens no requiere inoculacion, la infeccion de los
explantes vegetales ocurre de forma natural; existe produccién de niveles
constantes de proteina; y el transgen es heredable. Con este método se han
realizado transformaciones exitosas utilizando hojas, cloroplastos y raiz de una
amplia variedad de especies vegetales (Jiang-Li et al., 2005; Hull et al., 2005;
Berinstein et al., 2005).

Por otra parte, la biobalistica o bombardeo de microparticulas, concebida por
Sanford en 1988 (Sanford, 1988), permite la introducciéon de ADN desnudo al
interior de células vegetales, mediante la aceleraciéon de microparticulas metalicas

cubiertas de ADN. Las particulas, que pueden ser de tungsteno u oro, son
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aceleradas por un estallido de gas (didxido de carbono, nitrégeno o helio) dando la
suficiente fuerza para penetrar la pared celular (Klein et al, 1988; Kholi et al.,
2003).

Para que la transferencia de ADN por biobalistica se lleve a cabo, es necesario
tener en cuenta algunas variables que son criticas, como: a) naturaleza, material,
concentracion y forma de las particulas, b) concentracion y adherencia del ADN a
los particulas, c) velocidad de la particula, d) vacio en la camara de bombardeo, e)
aceleracion de las particulas y f) distancia entre el tejido blanco y la pistola de

disparo de particulas (Morrish et al., 1993; Southgate et al., 1995).

La produccion de proteinas de interés farmacéutico mediante la transformacién
vegetal se hace mas atractiva, ya que las proteinas sufren procesos
postraduccionales, como la glicosilacion que pueden optimizar la produccion de

los productos farmacéuticos liberados de la planta (Faye et al., 2005).

1.2.2 Métodos de seleccion

Una fase critica en la obtencion de plantas transgénicas, es la seleccion de células
transformadas, esto puede ser realizado por algun agente quimico, los mas
utilizados son antibioticos o agroquimicos como agentes herbicidas. Lo anterior se
lleva a cabo insertando genes de resistencia a alguno de estos quimicos en el
material genético de las células. Uno de estos es el gen bar que confiere

resistencia al herbicida BASTA® (glufosinato de amonio).

Este gen (bar) se obtuvo de Streptomyces hygroscopicus, codifica para la enzima
fosfinitricin-N-acetil-transferasa, cuyo sustrato es la fosfinotricina conocida como
glufosinato de amonio, principio activo del herbicida BASTA. Este compuesto
actua como un potente inhibidor de la glutamina sintasa que es la enzima central
en el metabolismo del nitrégeno de las plantas. El resultado es la acumulacion de
amonio y de la deficiencia de glutamina resultado en la muerte rapida del vegetal.

Dicho gen fue clonado en un vector binario manejado por el promotor de la
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nopalina sintasa (pNOS), un origen de replicacion RK2 y un marcador de
resistencia a kanamicina para el crecimiento en E. coli (Becker et al., 1992 Droge
et al, 1992). La transformacién con el vector descrito anteriormente via
Agrobacterium tumefaciens, ha sido descrita para alfalfa, zanahoria y tabaco asi
como los metabolitos resultantes de la integracion de el glufosinato de amonio a
las células vegetales sin repostarse dafios toxicolégicos en animales de
laboratorio (Ruhland et al., 2002).

1.2.3 Estrategias de optimizacion de la expresion de proteinas.

Ademas de la eleccion de la especie vegetal, otro de los aspectos importantes
para obtener una vacuna comestible es obtener buenos niveles de expresion en
cuanto a proteina total soluble de la proteina (=1%), ya que con porcentajes bajos
(0.01%) obligan a purificar la proteina para concentrarla. Para lograr esto, existen
diversas estrategias a seguir como son: la optimizacidon del gen, uso de
promotores fuertes (tejido especificos), secuencias lider no traducibles en la regién
3’, sefales blanco subcelulares, cruzamiento de lineas transgénicas con alta
expresion, cruzamiento en germoplasma, transformacion de plastidos y el uso de
sistemas de expresion de virus vegetales (Mett et al., 2008; Streatfield, 2006;
Potenza et al.,, 2004; Walmsley & Artzen, 2000; Sala et al., 2003; Fisher et al.,
2004; Gleba et al., 2005).

1.2.3.1 Uso de promotores especificos.

En la actualidad existe un amplio espectro de promotores que han sido utilizados
para regular la expresion del transgen en las plantas transformadas. La regulacién
de este puede ocurrir en cualquier paso del proceso de expresion y los promotores
que la manejan aseguran este control durante la transcripcion. La eleccién de un
promotor para la transformacion vegetal, depende del objetivo y la finalidad por la
que se esta transformando una planta, asi como de la especie de la que se trate.

Se pueden utilizar promotores especificos de especie o de tejido, de semillas o
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granos, de flores, de polen, de raices, de hoja o de tejido aéreo (Buchanan et al.,
2000; Potenza et al, 2004).

Dentro del promotor existen regiones reguladoras, secuencias motivos o
elementos cis, a estas secuencias reguladoras se les denomina incrementadores.
Pueden estar localizados corriente arriba o corriente abajo de la region codificante.
Estas regiones son requeridas para la trascripcibn maxima de un gen, y es por
esta razon que se utilizan en los vectores de transformacion vegetal (Alberts et al.,
2002).

El mas comun de los promotores constitutivos utilizados en la transformacion
vegetal es el promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor (35S CaMV) (Odell
et al., 1985), es altamente valorado debido a que aparentemente tiene altos
niveles de expresion en practicamente todas las regiones de la planta transgénica.
Este promotor puede conducir a altos niveles la expresion de transgen tanto en
mono como en dicotiledoneas, aunque en las primeras es un poco recalcitrante
(Battraw & Hall, 1990; Benfey et al., 1990a).

1.2.3.2 Vectores Virales

Una alternativa de transformacién transitoria es el empleo de vectores virales. Las
principales ventajas son: el pequefio tamafio de los genomas de los virus, la facil
manipulacion, la facilidad para la infeccion y que la secuencia insertada dentro del
vector puede ser altamente amplificada durante la replicacion viral (Liu L et al.,
2005).

Dentro de los métodos de transformacion transitoria se encuentra la infeccion del
tejido vegetal con virus recombinantes que infectan plantas. Algunos ejemplos
son: el virus del mosaico del tabaco (TMV), virus del mosaico cowpea (CPMV),
virus x de la papa (PVX), virus del tomate enano (TVSV) y el virus del mosaico de
la alfalfa (AIMV). Las ventajas de este sistema con respecto a la transformacion
nuclear son: produccion de cantidades mayores de la proteina expresada (hasta

46% de proteina total soluble (Daniell et al., 2005)) y menor tiempo de inversion

19



para obtener resultados. Sin embargo representan las desventajas de requerir de
inoculacion del virus en el tejido vegetal cada vez que se desee expresar la
proteina; no se hereda el transgen de interés a través de la division de las células
vegetales y lo que quiza es el mayor inconveniente, se requiere la purificacién del
virus previa inoculacion en el tejido vegetal (Cafhizares et al.,, 2005; Porta &
Lomonossoff, 2002).

Otra de las estrategias utilizadas para obtener una transformacién estable es la
transformacion utilizando cloroplastos. Permite una alta produccion de la proteina
y ademas es necesario precisar el sitio de la insercion. Desgraciadamente este
tipo de transformacion no provee a las proteinas las modificaciones

postraduccionales que los antigenos pueden necesitar (Daniell, 2006).

1.2.4 Vacunas derivadas de plantas

A lo largo de la historia, se ha visto que la forma mas eficaz de controlar y en
algunos casos erradicar las enfermedades infecciosas es la vacunacion. Por lo
anterior, la recomendacion de la OMS es desarrollar vacunas que sean de bajo
costo, de facil manejo y distribucion, sobre todo para paises en vias de desarrollo
en donde las enfermedades infecciosas tienen un alto porcentaje de mortalidad.

La produccion de vacunas en plantas transgénicas fue propuesta por primera vez
en la década de los 90’s. El impacto de esta nueva tecnologia radica en que todas
las partes de las plantas como hoja, semillas, raiz y frutas pueden ser utilizadas
como vehiculos para la produccion de productos biomédicos. La produccién de
vacunas derivadas de plantas pueden clasificarse en dos categorias: a) vacunas
para enfermedades infecciosas y b) vacunas contra el cancer (Kirk, 2005%";
Koprowski, 2005; Rigano et al., 2005; Lal et al., 2007; Yusivov & Rabindran, 2008).

Estos avances en la ingenieria genética han hecho posible la introduccién de

genes exdgenos a muchas especies vegetales como por ejemplo los cereales o

las legumbres. Esto es una ventaja que se ha empleado para producir vacunas
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que expresan genes de diversos antigenos en plantas, a este tipo de vacunas se

les ha dado el nombre de vacunas comestibles. (Faye et al., 2005).

La especie vegetal utilizada para expresar el antigeno de interés debe permitir la
liberacion oral del mismo en forma de vacuna comestible. Actualmente, se han
desarrollado una amplia variedad de vacunas comestibles de interés humano las
cuales han completado ya la fase clinica |; mientras que las vacunas de uso
veterinario, han dado resultados prometedores en fases tempranas en las
especies especificas paras cuales han sido disefiadas. El principal interés de
expresar antigenos en el campo de la salud animal, es el desarrollo de vacunas

contra enfermedades infecciosas (Streatfield, 2005).

Algunos de los antigenos de interés veterinario que han sido expresados en
sistemas de expresion vegetal son: el virus de la diarrea viral bovina (alfalfa), virus
de la gastroenteritis transmisible porcina (tabaco, maiz), virus de la fiebre aftosa
(Arabidopsis, tabaco, papa, alfalfa), virus de Norwalk (papas), rabia (tabaco,
jitomate y espinaca), rotavirus (alfalfa), virus de la enfermedad hemorragica del
conejo (alfalfa), Taenia (papaya), herpes virus bovino (tabaco), rotavirus bovino
(tabaco y alfalfa), parvovirus canino (tabaco), (lechuga, alfalfa y papa), papiloma
de los conejos (tabaco), virus de la bronquitis infecciosa (papa), virus de
Newcastle (papa, tabaco y maiz), virus de la diarrea epidémica porcina (tabaco y
papa), virus rinderpest virus (cacahuate), Bacillus anthracis (tabaco, alfalfa,
jitomate), Fasciola hepatica (lechuga), Mannhemia haemolytical (alfalfa),
Mycobacterium tuberculosis (Arabidopsis y alfalfa), Toxoplasma gondii (tabaco)
(Berinstein et al., 2005 ; Dong et al., 2005; Dus Santos & Wigdorovitz et al., 2005;
Floss et al., 2007; Hernandez et al., 2007; Jiang-Li et al., 2005; Kang TJ et al.,
2005; Loza-Rubio & Gomez-Lim M, 2006; Tacket CO, 2005; Wigdorovitz et al.,
2004; Lal et al., 2007; Yusivov & Rabindran, 2008). Todos estos sistemas han sido
utilizados en la inmunizacion por via oral y parenteral en algunos casos ya que las

proteinas que han sido expresadas en tabaco tienen que ser purificadas. En la
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mayoria de los casos se ha trabajado con el ratdn como modelo biologico y solo

en algunos cuantos se han inmunizados animales de la especie blanco.

Ya que una de las principales ventajas a la que siempre se hace referencia
cuando se trata de vacunas derivadas de plantas es el bajo costo de estas, en el
Cuadro 1 se hace una comparacion de este rubro y otras caracteristicas en
comparacion con biologicos desarrollados en otros sistemas tanto de vacunas de
nueva generacién, como de vacunas tradicionales (Boehm 2007; Bower et al.,
2007; Daniell et al., 2001; Kirk et al., 2005; Mett et al., 2008; Peeters et al., 2001;
Tillman, 2004).

1.2.5 Vacunas comestibles contra el virus de la rabia

Uno de los principales métodos de control y erradicacion de la rabia es la
inmunizacion, sin embargo la produccion y distribucion de los biologicos puede
resultar dificil en campo. Por esta razén, resulta atractivo el disefio de una vacuna

derivada de plantas contra el virus de la rabia.

Debido a que la proteina G del virus de la rabia es la responsable de la induccién
de los anticuerpos neutralizantes y de la estimulacion de los linfocitos T
cooperadores y citotoxicos en el hospedero; esta proteina asi como la proteina N
han sido expresadas tanto en plantas transgénicas de jitomate (McGarvey PB, et
al., 1995; Perea-Arango et al., 2008) como de tabaco (Asraf et al., 2005; Modeslka
et al., 1998; Perea-Arango et al., 2008; Yusibov el al., 1997) y espinaca.

En todos los casos en donde se evaluo el tejido vegetal que expreso a la proteina,
o la proteina purificada de tejido transformado; resultaron ser inmunogénicas en
animales de laboratorio y también en humanos en el caso de la espinaca,

produciendo buenos indices de neutralizacion (Yusibov V, el al., 2002).
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Tabla 1. Comparacion de los diferentes tinos de vacunas aue existen tanto en el mercado como a nivel de experimentacion

Tipo de Ventajas Desventajas Costo de produccion | Ejemplo

Vacuna

Vivas, - Respuesta inmune fuerte. - Pueden originar la forma virulenta 300-10,000 USD Sarampioén, Rabia
atenuadas - Inmunidad prolongada con del patégeno.

una o dos dosis

- Deben ser refrigeradas para
mantener su potencia.

- Posible -diseminacion del patégeno
al medio ambiente.

-Administracion parenteral (jeringas)

Inactivadas o

- Mas seguras y estables que

-Respuesta inmune mas débil que

300-10,000 USD

Hepatitis A, Rabia

muertas las vivas. las vivas.
- Respuesta inmune -Regularmente requieren refuerzos.
comparada con las vivas -Administracion parenteral (jeringas)
Vectores -Simulan la infeccion natural, -Su desarrollo requiere de mucho *No reportado -Ensayos clinicos.
Virales fuerte respuesta inmune. tiempo por la construccion génica del -Existen varias
-Puede generarse respuesta vector. experimentales
contra mas de un patoégeno. -No ha sido completamente incluyendo las de rabia.
-Infraestructura sofisticada. demostrado que el ADN no sea
-Pueden administrarse por via | integrado al genoma del hospedero.
mucosal -Complicados procesos de
purificacion
ADN -Producen fuerte respuesta -Uso de pistola de genes. > $100 USD -Ensayos clinicos.

recombinante

celular y de anticuerpos.
-Relativamente faciles de
producir.

-No necesariamente necesitan
cadena fria.

-Pueden administrarse por via
mucosal

-Requieren refuerzo ya que no
contienen el antigeno como tal.

-No ha sido completamente
demostrado que el ADN no sea
integrado al genoma del hospedero.
-Requiere purificacion.

-Puede contener impurezas que
resulten toxicas en el hospedero

-Existen varias
experimentales
incluyendo las de rabia.

Subunitarias:
Bacterias,
Baculovirus,
Levaduras

-Son blanco-especificas.
-Seguras en su produccion y
manejo.

-Baja probabilidad de
reacciones adversas.

-Su desarrollo puede consumir
mucho tiempo.

-Poco inmunogénicas

-Necesitan adyuvantes.
-Administracion parenteral (jeringas)

Hepatitis B, pneumonia
causada por
Streptococcus




Tabla 1. Comparacién de los diferentes tipos de vacunas que existen tanto en el mercado como a nivel de experimentacion (Cont.)

Bacterias -Es el mejor sistema de -Limitado a la produccién de $500 USD/gramo Ensayos clinicos
produccién caracterizado péptidos o pequenas proteinas. de proteina
para vacunas subunitarias. -No realiza procesos post- recombinante.
-Facil manejo. traduccionales.
-Eficiente en produccion de -Requiere purificacion.
proteinas bacterianas. -Puede contener impurezas que
-Nivel de expresion: 0.3g/L resulten toxicas en el hospedero.
-Facil escalamiento de
produccién
Levaduras -Puede expresarse mas e - Necesita purificacion de la *No reportado -Hepatitis B
una proteina. proteina. -Virus de papiloma
-Realiza procesos -Sistema poco desarrollado. Humano
postraduccionales. -Posible degradacién de la proteina
-Nivel de expresion: >1g/L en el medio.
Baculovirus -Puede expresarse mas e -Necesita purificarse del medio. $1 USD por dosis -Virus de papiloma

una proteina.

-Realiza procesos
postraduccionales.

-Nivel de expresion: >0.1mg/L
-Produccion, manejo y
distribucion seguros.

-Facil escalamiento de
produccién

-Cultivo de células.

humano

Derivadas de
plantas

- Puede expresarse mas e
una proteina.

-Realiza procesos
postraduccionales.
-Produccién, manejo y
distribucién seguros.
-Administracion oral

-Nivel de expresion: hasta
200mg/L células en
suspension. Y: hasta 1g/Kg
de tejido fresco

-El nivel de expresion es muy
variable entre plantas individuales.
-Manejo de organismos
genéticamente modificados.

-La produccién a gran escala de
plantas completas es complicado.

$50 USD/gramo de
proteina
recombinante.
$0.23 USD por
dosis

-Virus de Newcastle
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1.2.6 El maiz como modelo de expresion

El maiz es una planta herbacea anual, cuyo nombre cientifico es Zea mays
(Internacional Code of Botanical Nomenclature, XV International Botanical
Congress, 1993). Sus células poseen 2n cromosomas; con un gran desarrollo
vegetativo que puede alcanzar hasta los 5 m de altura (el promedio es de 2 a 2.5
m). Muy robusta, tallo nudoso y macizo y con 15 a 30 hojas alargadas y
abrasadoras (4 a 10 cm de ancho por 35 a 50 cm de largo), de borde aspero,
finamente ciliado y algo ondulado. Desde el entrenudo inferior pueden nacer tallos
secundarios que no suelen dar espiga y en caso de darlas son abortivas (Reyes,
1990). Posee un sistema radicular fasciculado bastante extenso formado por tres
tipos de raices: raices primarias, raices secundarias o principales y raices aéreas
o adventicias (C.I.A., 1980). Posee flores masculinas y femeninas. Las flores
masculinas se agrupan en una panicula (penachos o pendones) terminal y las
femeninas se reunen en varias espigas (panojas) que nacen de las axilas de la
hojas del tercio medio de la planta (Castafieda FN, 1990). El fruto de maiz (grano)
lo describe Reyes (1980) como una caridpside formada por la cubierta o pericarpio
(6% del peso del grano), el endospermo (80%) y el embridon o germen (14%).

El grano de maiz esta constituido por diferentes compuestos:

Almidon: constituido por amilasa y amilopectina conformando un 90% en el
endospermo; fuente principal de energia durante la germinacion (Hamarker R et

al, 2002). Este y otros carbohidratos son el principal componente del maiz.

Proteina: Las zeinas son las mas abundantes, 90% del total de proteinas en el
endosperma y tienen pesos moleculares que van desde los 19 a 60 kDa.
Funcionan como proteinas de almacenamiento principalmente, las no zeinas
participan en diversas funciones a nivel de pared celular y citoplasma (Hamarker R
et al, 2002). La proteina total varia entre el 30% (Watson, 1987), lo que lo hace
uno de los modelos biolégicos mas prometedores para la expresién de proteinas

exdgenos, ademas de ser uno de los sistemas mas ampliamente estudiados
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dentro del grupo de los cereales. Es justamente la cantidad de proteina total una

de las caracteristica mas deseables al elegir un sistema de expresion vegetal.

Lipidos: mono, di y triglicéridos, acido linoleico y oleico, fosfolipidos y esteroles
conformando del 3.5 al 5% en grano (Hamarker R et al, 2002).

Componentes menores: fitato, yodo, zinc, hierro, vitamina E, piridoxina y niacina;
(Harmarker R et al, 2002).

México es centro de origen del maiz y su riqueza de razas y variedades es el
producto de generaciones que han logrado obtenerlas y preservarlas. Estas razas
y variedades de maiz estan adaptadas practicamente a todas las condiciones.
Debido a esto, se puede encontrar maiz cultivado desde las costas de ambos
océanos hasta mas de 3000 metros sobre el nivel del mar, con temperaturas
medias mensuales, durante su ciclo vegetativo, de 28°C en las zonas mas calidas

y de 12°C o menos en las zonas frias (C.1.A., 1980).

Reyes (1990) sefala que las razas de maiz, las cuales son ampliamente
comerciales, rendidoras de grano y forraje, y que han intervenido de manera
notable en los programas nacionales de desarrollo son: a) raza Vandeno, se
cultiva en la tierra caliente de la costa del Pacifico Sur; b) raza Tuxpefio, se cultiva
en las tierras bajas de la costa del golfo de México; c) raza Tabloncillo, solamente

se cultiva en Jalisco y Nayarit y d) raza Celaya, se cultiva en la zona del Bajio.

1.2.7 La zanahoria como modelo de expresion

La zanahoria (Daucus carota L) es una planta de clima frio bianual, pero cultivada
también en regiones tropicales y subtropicales, especialmente en grandes
altitudes. Es la hortaliza de mayor importancia y consumo de la familia de las
umbeliferas. La zanahoria contiene proteinas en un 1.5%, un 0.2% de grasa, 7.3%

de azucares y abundantes vitaminas. Posee hierro, potasio y calcio en niveles muy
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considerables y algo menos de fosforo. La composicion de la raiz (parte
comestible) es muy compleja y entre sus azucares contiene glucosa y sacarosa
(Shcianone & Cooke, 1985). En la actualidad es uno de los modelos iologicos mas
estudiados en el campo del cultivo de tejidos vegetales, mas aun como sistema de
expresion de proteinas. Si bien no como planta completa si como sistema de
expresion de proteinas exdgenas en cultivo de células en suspension (Yusibov, et
al., 2008. Las ventajas de su uso es su relativa eficiencia al ser transformado, ya
sea por biobalistica o por infeccién con Agrobacterim. Si bien como se menciona
en este parrafo, su contenido de proteinas es bajo, al producir grandes cantidades
ya sea del vegetal o de las células en suspension su potencial como sistema de
expresion de antigenos es muy elevado. Este vegetal ademas de se consumido en
forma cruda por el ser humano ha sido incorporado al alimento de varias especies

ganaderas como caballos entre otros.
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1.3 JUSTIFICACION DEL TRABAJO

La rabia es una enfermedad que ademas de generar anualmente pérdidas
econ6micas debido a la administracion de vacunas pre-exposicidn y post-
exposicion, tiene un gran impacto en la ecologia de animales silvestres debido a la
falta de programas de vacunacion masiva en este ambito. La vacunacion en
paises en via de desarrollo donde la incidencia de la enfermedad es alta, resulta
dificil debido a los costos de produccion y administracion. La produccién de
vacunas subunitarias reduce los riesgos de manipulacién y administracion de
vacunas tradicionales (virus vivos o atenuados). Y aungue se han desarrollado ya
vacunas antirrabicas desarrolladas mediante ADN recombinante, estas al ser
producidas en cultivo celular, bacterias o levaduras, y posteriormente ser
purificadas y almacenadas en refrigeracion. Lo anteriormente descrito hace
necesario el desarrollo de nuevas alternativas para el desarrollo de una vacuna
antirrdbica. Algunas de las ventajas de las vacunas derivadas de plantas, son la
disminucién de costos en produccion, almacenaje, transporte y distribucion,
ademas es posible administrar el tejido vegetal a humanos y/o animales sin
purificar la proteina de interés. Por las razones anteriormente descritas, en este
trabajo de investigacion fue expresada la proteina G del virus de la rabia, principal
antigeno del virus, en dos especies vegetales: maiz y zanahoria, para evaluar la
capacidad protectora de estos prototipos de vacuna comestible en animales de

laboratorio.

1.4 HIPOTESIS

La expresion de la proteina G del virus de la rabia en zanahoria y maiz permitira la
obtencion de una vacuna derivada de plantas que al ser administrada a ratones
por via oral, ademas de proveer inmunidad humoral a dichos animales, los

protegera contra un desafio del virus rabico.
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1.5 OBJETIVOS
1.5.1 Objetivo general

Evaluar la respuesta inmune humoral y protectora de animales de laboratorio

inmunizados via oral con maiz y zanahoria que expresan la proteina G del virus de

la rabia.

1.5.2 Objetivos particulares

Clonar el gen G del virus de la rabia en vectores de expresion en plantas
para realizar la transformacion genética de células embriogénicas de maiz y

zanahoria mediante biobalistica.

Obtener plantas adultas que expresen la proteina G llevando a cabo una
seleccién con el herbicida glufosinato de amonio y posteriormente analizar

la expresion en tejido vegetal por medio de técnicas moleculares.
Evaluar la respuesta inmune humoral, celular y de proteccion en animales

de laboratorio inmunizados via oral con el maiz o zanahoria que expresan

la proteina G.
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2.0 MATERIALES Y METODOS.

2.1 Construccion de vectores de expresion vegetal.

2.1.1 Vector para transformar callos embriogénicos de zanahoria.

Para la construccion del vector de expresion se obtuvo el gen G completo del virus
de la rabia del vector de clonacion pAcYM-SKG (donado por la Dra. Susan Nadin-
Davis del CFIA, Canada) El fragmento de 1.5 Kb se subcloné en el vector
pBLUESCcript Il KS- (Invitrogen, USA) y se ligé con Ligasa T4 (Invitrogen, USA) al

vector pBLUEScript Il KS- a esta construccion se le nombro pKS/G.

La construccion pKS/G se utilizé para trasformar células de E. coli (Invitrogen,
USA) por electroporacion. Las bacterias fueron sembradas en medio LB con IPTG
(Invitrogen, USA) y ampicilina (Gibco, USA) (100 ug/mL). Las clonas fueron
seleccionadas por interrupcion del gen lacZ. Las clonas seleccionadas fueron
analizadas realizando mini preparaciones para la obtencion de ADN plasmidico. El
pKS/G obtenido fue digerido para obtener el gen G completo, el cual se cloné
corriente abajo del doble “incrementador” del promotor 35S del virus del mosaico
de la coliflor (35SCaMV) en el vector pUCpSS; a esta construccion se le llamé
pUCpSSrabG (Figura 4). El ADN se purifico y cuantificé en el espectrometro Gene
Quant Il (Pharmacia-Bioech, Reino Unido) a una longitud de onda de 260 nm y
posteriormente fue observado en un gel de agarosa al 1% tefido con bromuro de
etidio. 1 mg del vector fue digerido toda la noche con la enzima Hindlll (Invitrogen,
USA) para obtener el casete de expresion (promotor-gen-terminador) con el cual
se transformaron los callos embriogénicos de zanahoria. El producto de la
digestion fue observado en un gel de agarosa y la banda correspondiente al
casete de expresion (2.5 Kb) fue extraida; el ADN fue purificado utilizando el kit
GFX PCR-DNA and Gel Band Purification (Amersham Biosciencies, Reino Unido).
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Xbal, BamH]I, EcoRl, Pstl, Smal,

Xhol
Pst 1, Hind 11, Bl Spel, Xbal, BamHI, smal,  Pst! Sphl,

Hind 111

5.072KDb

pUCPSSrabG -

Figura 4. Vector de expresion para zanahoria pUCpSS. 35SCaMV: Doble incrementador del
promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor. Gen G del virus de la rabia. NOS: terminador del
gen que codifica para la enzima nopalina sintasa.

2.1.2 Vector para transformar callos embriogénicos de maiz.

El vector que se utilizé para la transformacién de callos embriogénicos de maiz
con la proteina G fue designado como pGHNCS5. En este caso, el G del virus de la
rabia fue clonado corriente debajo de un promotor del gen de ubiquitina de maiz y
todo el cassette fue flanqueado por una secuencia de regiones MAR’s que son

secuencias de anclaje a la membrana (Figura 5).

Kpnl Pstl,EcoRl,
Smal, BamHI
sall, . Pstl,Sma, Sacl, Smal, , * Notl, Sacll,
Apa| Cla Hindlll mHI Kpnl, BamHlI, Spel Sacl

Xbal

4.450 Kh

Vector pGHNCS

Figura 5. Vector de expresién para maiz pGHNC5. Vector pGHCN5S (MAR: matriz attachment
region. pUbi: promotor de ubiquitina de maiz. Ter pUCpSS: doble terminador del promotror 35S del
virus del mosaico de la coliflor.
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2.1.3 Obtencién del vector de seleccién

Para seleccionar los callos embriogénicos trasformados, estos fueron co-
transformados con el vector de expresidn para plantas que contiene al gen bar que
confiere resistencia al herbicida glufosinato de amonio (Basta®, Sigma, USA).
Este vector se denomina pCAMBIA-3301 (Ver Figura 6); fue purificado y
cuantificado como el vector pUCpSSrabG. Este vector se utilizé para la
transformacién de los callos embriogénicos tanto de zanahoria como maiz,

funcionando ademas como control positivo para la transformacion.

Sacl, Sphl, Nhel, Pmilll,
Xhol EcoRI, Hindl  Ncol, Bglll BslEIl

o ;g;(b
pCAMBIA 3301

Figura 6. Vector de seleccion pCAMBIA3301. Utilizado para conferir resistencia al herbicida glufosinato de
amonio. Ter35S: terminador del 35S de CaMV35S, bar: gen que codifica para la enzima PAT, gus: gen que
codifica para la enzima R-gluoronidasa y TerNOS: terminador de la nopalina sintetasa.

2.2 Establecimiento de cultivos vegetales.

Material bioldgico: callos embriogénicos de zanahoria.

Como material biolégico se utilizaron distintos explantes provenientes de plantulas
originadas de quince dias de germinacion in vitro de semillas de zanahoria Daucus

carota L.

Para la induccion de callos embriogénicos de zanahoria (Daucus carota L). Se

utilizaron semillas de zanahoria desinfectadas, con lavados consecutivos de
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etanol, Tween 20 y plata coloidal (Microdin®, México). Finalmente se realizaron
cuatro enjuagues con agua desionizada estéril. Las semillas desinfectadas se
colocaron en frascos de vidrio, treinta por frasco, con medio MS sin hormonas
(Murashige & Skoog, 1962. Ver Anexo 1) y se incubaron durante tres semanas en
un cuarto de fotoperiodo a 25°C, con 16 horas de luz por 8 de oscuridad, para la

obtencion de las plantulas.

Transcurrida la incubacion, las plantulas fueron disectadas en peciolos y tallos.
Estos explantes se cortaron en fragmentos de 0.5 cm de longitud colocando 15
explantes por frasco con medio MyT1 modificado (Anexo Il) por un periodo de 21
dias en las condiciones de incubacion antes mencionadas. Los callos formados
fueron subcultivados cada 20 dias en medio MyT1 y/o de acuerdo a la produccion
de éste, eliminando las regiones que presentaran algun grado de oxidacion

(coloracion café, ver Figura 9).

Material bioldgico: callos embriogénicos de maiz.

Se utilizaron semillas de maiz para obtener los embriones inmaduros (Zea mays L.
raza tuxpefo) proporcionados por el Instituto Nacional de Investigaciones
Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP). A partir de los fragmentos de la
mazorca desinfectadas se disectaron los embriones inmaduros inoculando
frascos con 30 ml de medio nutritivo Ng-induccién y se mantuvieron en un cuarto
de incubacion con ambiente controlado en condiciones de oscuridad. La induccion
de callo se llevo a cabo durante un mes y posteriormente se subcultivaron a medio
Ng-proliferacion (Anexo Il). El callo se mantuvo a 25°C en fotoperiodo de 16 horas

de luz por 8 de oscuridad, para la obtencion de las plantulas.
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2.3 Transformaciéon de callos embriogénicos de maiz y zanahoria por
biobalistica con pistola de baja presién.

2.3.1 Preparacion de microparticulas.

Se utilizaron particulas de tungsteno de 0.4 ym de diametro (BioRad, USA), las
cuales fueron sonicadas por 60 seg (Sonicador 1210, Marca Branson, USA) en
hielo por 20 min con HNOs. El sobrenadante fue eliminado y posteriormente se
adiciono6 al tubo 1 mL de agua desionizada estéril. La muestra se transfirié a otro
tubo sonicando nuevamente. Posteriormente, las particulas fueron centrifugadas
30 seg a 10,000 xg; se elimind el sobrenadante y las particulas se sonicaron con 1
mL de etanol absoluto. Se repitidé la centrifugacién y se sonicé con agua estéril
como se menciond anteriormente. De esta suspension, se hicieron alicuotas de
200 pL, a las que se les adicionaron 750 uL de agua estéril y fueron almacenadas
a -20°C hasta su uso.

Para el bombardeo, se tomaron 50 uL de la suspensiéon de microparticulas de
tungsteno, a los cuales se agregaron 1 ug/uL de ADN de pCAMBIA3301 y del
vector pUCpSSrabG 6 pGHNC5 en una relacion de 1:9. La mezcla se agito
suavemente y se adicionaron 50 pL de cloruro de calcio (Sigma) 2.5 M mas 20 pL
de espermidina (Phytotechnology Laboratories, USA) 0.1 M; se agit6 con vortex y
se centrifugé a 10,000 xg por 10 s, después de eliminar 100 uL del sobrenadante
las microparticulas se resuspendieron en el liquido remanente (25 uL

aproximadamente).

2.3.2 Transformacién de callos embriogénicos.

El dia anterior al bombardeo se coloc6é 1.0 g de callo embriogénico de maiz o
zanahoria extendiéndolo en una caja Petri de 60X15 mm con 15 mL de medio

MyT1 o NgP para zanahoria o maiz respectivamente.

Se tomaron 5 uL de la suspension de particulas y se colocaron en el centro del
filtro de la pistola de la camara, mientras que la caja de Petri se coloco en el centro

de la platina de la camara de bombardeo cubriéndola con una malla de plastico
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estéril, esto para amortiguar la velocidad del disparo. Las condiciones del disparo
en la camara de baja presion fueron: una presion de helio de 120 psi a una
distancia de 13 cm entre el filtro de la pistola y el tejido blanco a un vaci6 de 20-22
pulgadas Hg.

Las cajas con callo embriogénico ya sea de zanahoria o maiz, se dividieron en tres

grupos:
1) Cajas para el co-bombardeo con pCAMBIA3301-bar / pUCpSSrabG o pGHNCS5;

2) Cajas bombardeando sélo con el plasmido pCAMBIA3301 como control

positivo;

3) Cajas bombardeando s6lo con particulas de tungsteno sin ADN como control

negativo.

Posterior a la transformacion, los callos se mantuvieron en las condiciones de
incubacién de 25 °C, con 16 horas de luz por 8 de oscuridad, para permitir la

proliferacion del callo embriogénico.
2.4 Seleccion y proliferacion de callos embriogénicos.
2.4.1 Zanahoria

Una semana después de realizar el bombardeo se inicié la seleccion de células
transformadas. Para ello, el callo transformado fue disgregado y transferido a
matraces de 50 mL con medio liquido MyT1 (medio MyT1 sin gelificante) con
agitacion constante de 100 rpm manteniendo las mismas condiciones de
incubacion. La concentracion de BASTA® (glufosinato de amonio) (Sigma, USA)
fue de 2.5 mg/L de medio. Las condiciones de seleccion en medio liquido se
mantuvieron durante un mes y medio cambiando el medio cada 15 dias
desechando el material necrosado (consistencia dura y de color café oscuro);

posteriormente los callos se transfirieron a medio MyT1 sdlido.
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2.4.2 Maiz

Para la proliferacion de callos embriogénicos transformados, estos se
subcultivaron en medio MS durante una semana, sin agente de seleccion, esto
para favorecer la recuperacion del callo post-transformacion; siete dias después
se subcultivaron a medio N6-p mas 3 mg/L de Basta® (Sigma, USA), las
condiciones de fotoperiodo y temperatura permanecieron igual.

En los siguientes subcultivos se mantuvieron las condiciones antes descritas.
Posterior a tres meses de seleccion. La concentracion del herbicida y la
concentracion de hormonas vegetales se redujeron a la mitad para propiciar el
desarrollo de embriones somaticos a partir del callo, los cuales darian lugar a

plantulas.

2.5 Regeneracion de plantulas.

2.5.1 Zanahoria.

Para proliferar las células transformadas, los callos embriogénicos transformados
fueron subcultivados en medio de reciente elaboracién. Lo anterior se llevo a
cabo cada 3 semanas después del subcultivo. Seis meses posteriores a la
transformacion, se observo la aparicidon de embriones y la presencia de pequefias
raices; estos embriones fueron separados del resto de callo y subcultivados a

medio MS sin hormonas para favorecer el desarrollo de plantulas.

Las plantulas resultantes que crecieron en los frascos de aproximadamente 8 cm
fueron individualizadas y transplantadas a medio MS sin hormonas en frascos de
mayor tamano (20 cm de altura) para permitir el crecimiento de las plantulas.
Estas condiciones fueron mantenidas hasta que las plantas alcanzaron una talla
de aproximadamente 15 cms. y se observo un engrosamiento tanto en tallo, como

en raices.

Las plantas con las caracteristicas antes mencionadas fueron transferidas a una
mezcla de tierra con hojarasca (2:1) en una relacion de 1:1 con sustrato Peat

moss (Sunshine, Canadd), un sustrato sélido enriquecido. Las plantas fueron
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mantenidas en condiciones de invernadero en bolsas de 30 cm de longitud para

permitir el desarrollo de la parte radicular de planta (parte comestible).

2.5.2 Maiz.

La supresion de 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) (Sigma, USA) y cinetina origino
brotes (embriones con raices) que fueron separados del callo embriogénico. La
concentracion del agente de seleccidon se mantuvo a 1.5 mg/L hasta que las
plantulas alcanzaron una talla de 4-6 cm, los restos de callo se eliminaron para

favorecer el crecimiento de las plantulas.

Cuando las plantas alcanzaron 10-12 cm de altura se conservaron en medio N6-p
sin reguladores de crecimiento y 1 mg/L de Basta®, posteriormente se
individualizaron en frascos de 20 cm de alto por 8 de ancho para permitir el

desarrollo de raices y un adecuado intercambio gaseoso.

Las plantas se sacaron de los recipientes de vidrio en condiciones asépticas
quitando el exceso de medio de cultivo con agua desionizada estéril, con un bisturi

estéril se cortaron las hojas o raices secas antes de transferirlas al sustrato sélido.

Con la finalidad de fortalecer a los tallos y a las raices, las plantulas se
mantuvieron durante un mes en frascos de 20 cm de alto conteniendo agrolita
estéril, a la cual se le adicioné medio de cultivo Ngp adicionado con AlA (acido
indol acetico) (Sigma, USA) y BAP (benzoamino purina) (USA), pero sin gelificante

ni azucar.

Finalmente, las plantas que sobrevivieron fueron preparadas para ser
transplantadas a tierra y estimular el desarrollo de las plantas adultas. Para lo
anterior, se preparé una mezcla de sustratos (previamente esterilizados) de

acuerdo a la siguiente relacion:
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Primero se mezclé tierra negra y hojarasca en relacion 2:1. Esto se incorporé al
sustrato nutritivo Peat moss en relacién 1:1 y finalmente a la mezcla anterior se le

agrego agrolita en una relacién de 2:1.

Las plantas de maiz con un sistema radicular vigoroso se transfirieron a esta
mezcla humeda haciendo una perforacién, para permitir que las raices quedaran a
aproximadamente 10 cm de profundidad. Las plantas ya en el sustrato fueron
rociadas con agua introduciéndolas en una camara de aclimatizacién durante 4

meses.

Al finalizar el periodo en la camara de aclimatizacién, las plantas se transfirieron a
macetas con tierra de hoja y permanecieron en invernadero hasta su etapa
reproductiva, en donde se observa la presencia de espigas y desarrollo de

mazorcas.

2.6 ldentificacion del gen G en plantas de zanahoria y maiz transformadas.

2.6.1 Extraccion de ADN genomico de zanahorias transformadas.

De las plantas jovenes transformadas se extrajo el ADN gendémico de la parte
aérea de las plantulas de zanahoria. La extraccion se llevé a cabo con reactivo
Plant DNAzol reagent (Invitrogen, USA), modificando el protocolo descrito por el
fabricante. 200 mg el tejido de zanahoria pulverizados en nitrégeno liquido se
mezclaron con 300 plL del reactivo, agitando por inversion varias veces. Se dejo en
incubacién a temperatura ambiente con agitacion constante adicionando 100 ug
RNasa A (Amresco, USA) por cada mL de Plant DNAzol durante 30 min.
Posteriormente, se adicionaron 300 uL de cloroformo (Sigma, USA) y se incubaron
a temperatura ambiente con agitacion por 5 min, la mezcla se centrifugé a 14,000
xg (Centrifuga Z300H, Hermele, Australia) por 10 min y el sobrenadante fue
trasferido a un tubo nuevo repitiendo esta extraccién una vez mas. La fase acuosa
se mezcld con etanol al 100% (Amresco, USA) para precipitar el ADN, se incubé 5

min a temperatura ambiente (TA) para obtener el ADN, nuevamente se centrifugd
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a 5000 xg por 5 min y se removio el sobrenadante. Para lavar el ADN, se prepar6
una mezcla de Plant DNAzol y de etanol 100%. De esta solucion, se tomaron 300
uL y se mezclaron por agitacion en vortex; posteriormente las muestras se
incubaron 5 min a TA y se centrifugaron 5000 xg por 5 min. La solucién de lavado
se decanto y la pastilla se lavdé con etanol al 75%. Para secar la pastilla, se
decanto la solucion de lavado y los tubos se conservaron invertidos durante 2-3
min; finalmente se reconstituyé en amortiguador Tris-EDTA (TE) pH 8.0. Este ADN
fue visualizado en geles de agarosa al 1% tefidos con bromuro de etidio
(Invitrogen, USA).

2.6.2 Extraccion de ADN genomico de maiz transformado.

De las plantas transformadas y mantenidas en condiciones in vitro se tomé una
muestra de tejido de hoja joven que fue pulverizada en nitrogeno liquido. 200 mg
de tejido fueron mezclados con el doble del volumen del buffer de extraccion para
maiz (Anexo lll). La mezcla se agité por 45 min. a temperatura ambiente. Esto fue
incubado 5min temperatura ambiente agitando cada minuto. Con 700 uL de fenol-
cloroformo (1:1) (Amresco, USA). La muestra se centrifugo 10 min a 10 000 xg. A
la fase superior se le adicionaron 400 uL de fenol-cloroformo (1:1) y se mezclaron
por 5 seg a 4°C repitiendo la centrifugacién anterior. La fase superior se mezclo
con 300 uL de cloroformo-isoamilico 24:1 (a —20°C), centrifugando nuevamente.
La fase superior se transfirio a otro tubo agregando acetato de amonio al 7.5 M,
pH 8 y la mezcla se incubo 1 hr a TA. Posteriormente, se centrifugd 10,000 xg por
15 min. Al sobrenadante se le agregd isopropanol (1:1) (Amresco, USA) y la
mezcla se centrifugo 10,000 xg por 10 min. El pellet fue lavado con 1 mL de etanol
70% centrifugando a 10,000 xg 5 min. El etanol se eliminé y el pellet fue

resuspendido en 50 pL de amortiguador TE.

39



2.6.3 Deteccién del gen G en el genoma vegetal de las plantas

transformadas.

Para identificar si la zanahoria y el maiz habian integrado a su genoma al gen G
del virus de la rabia, se llevd a cabo una PCR punto final. Para el caso de
zanahoria se utilizaron los oligonucleotidos: sentido 5-AAG AAA GAT GGT TCC
TC (3310-3326) y antisentido 5- ATT CCA ACA ACT CCA TAT G (4523-4541)
(Orciari et al. 2001). El tamafio esperado fue de 1231 bp. Las condiciones del PCR
fueron: 2 min a 95 °C, 35 ciclos a 95 °C por 90 seg, 57 °C por 90 seg, 72 °C por 90
seg y un ciclo final a 72 °C por 10 min. En el caso de maiz se disefaron otro par
de oligonucleotidos que identifican el gen competo del virus de la rabia (1572 pb),
esto debido a que el genoma de maiz es muy grande y al hacer un analisis de los
oligonucleotidos utilizados para zanahoria no funcionaban para maiz. Los
oligonucleotidos fueron: sentido (5’-ATG GTT CCT CAG GCT CTC C), anti-sentido
(5’- CAG TCT GGT CTC ACC CCQC). La reaccion se llevo a cabo bajo las mismas
condiciones que con los oligonucleotidos anteriores en un termociclador iCycler
(Bio-Rad, USA). Como platilla para la reaccién se utilizaron 500 ng de ADN
gendémico vegetal, ademas se adicionaron 5 uL de buffer de PCR 10X, 10 mM
dNTP’s (Invitrogen, USA), 75 mM MgCl,, 25 pmol de cada oligonucledétido, 1.5 U

Taq polimerasa (Invitrogen, USA) y se llevo a 50 uL con agua estéril.

Como testigo positivo se utilizé el plasmido utilizado para transformar los callos
embriogénicos de maiz o de zanahoria (pGHNCS5 vy pUCpSSrabG
respectivamente). Los testigos negativos fueron agua y ADN gendmico de maiz o
zanahoria sin transformar. Los amplicones fueron visualizados en geles de

agarosa al 1%.
2.6.4 Extraccion de ARN de tejido vegetal.

Para determinar el nivel de transcripcion del transgen G del virus de la rabia se
utilizé la técnica de RT-PCR. Como plantilla para la RT-PCR se obtuvo el ARN

vegetal total de ambas especies como se describe a continuacion.
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Para lo anterior, se mezclaron 200 mg de tejido molido en nitrégeno liquido con
500 uL de amortiguador de extraccion de ARN (Anexo Ill). La mezcla se agito por
inversion durante 5 min y posteriormente se centrifugo 4 min a 10,000 xg a 4 °C.
Se separd el sobrenadante y se le adicionaron 500 uL de una mezcla alcohol-
cloroformo-isoamilico (25:24:1) a 4°C y centrifugando a 10,000 xg 20 min 4 °C. El
procedimiento de extraccion cloroférmica se repiti6 dos veces colectando los
sobrenadantes. A los sobrenadantes obtenidos se agregaron 2.5 volumenes de
etanol absoluto incubando 2 hrs a =20 °C, para precipitar el ARN. La mezcla se
centrifugo a 10,000 xg 20 min a 4 °C. La pastilla obtenida, que contenia al ARN,
se lavd con 500 pL etanol al 80%. Esta fue resuspendida con 700 uL de agua
DEPC (Dietil pirocarbonato Sigma, USA) y 250 uL de LiCl 8 M incubando toda la
noche a —20 °C. Para recuperar el ARN se centrifugdé a 10,000 xg por 15 min a 4
°C. Se desecho el sobrenadante y la pastilla fue resuspendido en agua DEPC y
congelado a -70 °C hasta su uso. La calidad del ARN obtenido se verifico
visualizando 4 uL en geles desnaturalizantes de agarosa al 1.5% tefido con
bromuro de etidio. EI ARN obtenido fue tratado con DNAsa | (Invitrogen, USA)

siguiendo las instrucciones del fabricante.

2.6.5 Amplificacion del gen GAPC3 como control interno de la RT-PCR.

Como control interno de la RT-PCR se amplificé un fragmento de 800 pb del gen
de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa citosdlica (GAP-C3) (Manjunath &
Sachs, 1997), la expresion de esta enzima es constitutiva en las células vegetales,

tanto de monocotileddneas, como dicotileddneas.

Para la RT-PCR se utilizé SuperScript Il One Step RT-PCR System with Platinum
Taqg DNA Polymerase (Invitrogen, CA, USA) siguiendo el protocolo descrito a
continuacion. Se mezclaron 25 uL de mezcla de reaccion con 5 uL de ARN
vegetal, a ésta se le adicionaron 10 uM de la mezcla de iniciadores sentido 5’-
ACC CAT CCT CGT TTC CTC CGT CTA G-3' y antisentido 5- CCT TGA CCG
CAG CCT TGA TCT CAT-3’, 2 uL de Super Script Ill RT/Platinum Taq Mix; esto

fue llevado a un volumen final de 50 uL con H,O-DEPC (Sigma, USA). La reaccion
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se llevé a cabo bajo las siguientes condiciones: 1 ciclo 94°C 2 min, 45°C por 30
min, 1 ciclo 94°C 3 min; 40 ciclos de 94°C 30 seg, 60°C 30 seg, 68°C 3 min y
finalmente 1 ciclo de 68°C 10 min. Como testigo positivo se utilizo ARN de tejido
vegetal sin transformar; mientras que como testigo negativo se utilizé agua. Los

productos de amplificacién fueron vizualizados en geles de agarosa al 1.5%.

2.6.6 Deteccion del ARNm del gen G del virus de la rabia por RT-PCR.

Para determinar que las células vegetales transcribieron al gen G del virus de la
rabia integrado al genoma vegetal, se realiz6 una trascripcion reversa del ARN
total de las plantas que resultaron positivas por PCR; para esto se utilizaron 2 pg
de ARN total, 25 pmol del iniciador sentido y agua DEPC. Esta mezcla se incubd 5
min a 65 °C y 15 min a 37 °C y a esta se le adicionaron 4 pyL de amortiguador de
reaccion, 2 pL de dNTP’s, 2 uyL de DTT y 1 pL de trascripatasa reversa
(Invitrogen, USA). La mezcla de reaccion se incubo durante 1 hr 30 min a 37 °C y
a 90 °C por 5 min. EI ADNc obtenido se almacené a -20 °C y posteriormente se
realizé una PCR con las mismas condiciones mencionadas en la Seccion 2.6.3.
Como testigo positivo se utilizé ADNc sintetizado a partir de ARN del virus de la
rabia cepa CVS-11; como testigos negativos se usaron ARN de tejido de
zanahoria sin transformar y agua. Los productos de la RT-PCR fueron

visualizados en geles de agarosa al 1.5%.

2.7 Deteccion de la proteina G del virus de la rabia en plantas

transformadas.

Para la identificacion de la proteina G del virus de la rabia en plantas
transformadas, se llevd a cabo la técnica de Western blot (WB). Para ello, se
utilizé tejido vegetal de la parte aérea de las plantulas que resultaron positivas al
RT-PCR.
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2.7.1 Purificacion de proteina G del virus de la rabia.

Para la prueba de Western blot se utilizé como testigo positivo a la proteina G
purificada por elusién a partir de geles de poliacrilamida. Por otra parte, para
detectar la proteina G en extractos proteicos; se generaron anticuerpos
policlonales especificos contra la proteina G de rabia, utilizando la proteina G de
origen viral purificada de geles de poliacrilamida al 10% (SDS-PAGE). Lo anterior

se llevo a cabo siguiendo el protocolo descrito a continuacién.

2.7.1.1 Obtencién de anticuerpos especificos de conejo contra el virus de la
rabia (Bourhy, et al 1992).

Para hacer mas especifica la reaccion antigeno anticuerpo en la prueba de
Western blot, se obtuvieron anticuerpos antirrabicos producidos en conejos

conforme al siguiente protocolo.

Se inmunizaron dos conejos machos de 2 Kg por via intramuscular (en la cara
interna del miembro posterior del animal) con 400 ug de proteina G del virus de la
rabia purificada, junto con 400 uL de adyuvante completo de Freund (Sigma,
USA). El esquema anterior se repitié cada tres semanas en tres ocasiones mas.
Posterior a estas inmunizaciones se determiné el titulo de anticuerpos antirrabicos
por la técnica de reduccion de la inhibicién de focos fluorescentes (RIFFT). Los
animales fueron sacrificados humanitariamente y fueron sangrados via
intracardiaca para obtener el suero. El suero de ambos conejos se mezclo y
congelé hasta su uso. A este suero se le adicion6 un volumen igual de una
solucion de sulfato de amonio saturado, después de agitar durante 15 min, la
mezcla fue centrifugada a 3500 xg durante 15 min en centrifuga refrigerada. La
pastilla obtenida fue disuelta en solucién salina hasta alcanzar el volumen original
de suero, y se le adicion6 la mitad del volumen de solucion de sulfato de amonio
saturado repitiendo el procedimiento anterior dos veces mas de tal forma, que el
sulfato de amonio final adicionado, fuera un tercio del volumen original de suero.

El sedimento final obtenido fue disuelto en un amortiguador de solucién salina y
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solucion de boratos y se dializé durante cuatro dias contra amortiguador de
boratos pH 7.4. Trascurrida la dialisis, la muestra se centrifugé a 2500 xg por 10

min; el sobrenadante se guardo en alicuotas y se almacend a -20 °C hasta su uso.

Para obtener las inmunoglobulinas purificadas, se utilizé una columna de DEAE-
celulosa, la cual fue activada de la siguiente forma: 15 g de la celulosa se
resuspendieron en 500 mL de HCI 0.5 M agitando durante 5 min y dejando
sedimentar 30 min. Se eliminé el sobrenadante y a la celulosa se lavé con agua
destilada manteniendo la agitacion. Posteriormente, la celulosa se transfirié a un
embudo de porcelana con un filtro Whatman #1 y se continué lavando con agua
hasta que el efluente alcanzé el pH de 5.0. La celulosa se colocé en un matraz
con NaOH 0.5M, repitiendo el procedimiento realizado con el HCI; nuevamente se
lavd con agua hasta alcanzar un pH de 5.0. Nuevamente la celulosa se coloco en
el embudo para ser lavada con un amortiguador de fosfatos hasta que el efluente
alcanzo un pH de 7.5 y con ese material se rellend una columna de vidrio de
aproximadamente 20 cm de alto. La columna se llené con un amortiguador de
fosfatos pH 7.5 0.01 M hasta que la celulosa se empaquetdé completamente. El
efluente de la columna se colecté hasta que pasaron por la celulosa las
inmunoglobulinas obtenidas por la precipitacion con sulfato de amonio. Se
colectaron 30 fracciones de 4 mL cada una y se midié la concentracion de
proteinas (Espectrofotometro Microplate Reader Modelo 550, Bio-Rad, USA) de
cada fraccion para finalmente conservar sélo aquellas que tuvieran mayor
concentracion. Esta fraccion se almacen¢ a -20 °C, para ser utilizado como primer

anticuerpo en la prueba de Western blot.
2.7.2 Identificacién de la proteina G por Western blot.

Para identificar a la proteina G del virus de la rabia que se expresd en plantas
trasformadas de zanahoria y maiz, se estandarizé una prueba de Western blot.
Para lo cual, 200 mg de tejido vegetal (raiz para zanahoria y semillas para maiz)
fueron pulverizados con nitrégeno liquido y se mezclaron con 400 pL de

amortiguador de extraccion de proteinas. La mezcla se agitdo en vortex y
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posteriormente se centrifugd a 10,000 xg, 15 min a 4 °C. El sobrenadante se
recuperd y las proteinas fueron liofilizadas (Free Zone Benchtop Freeze Dry
System, Labconco, USA) para su concentracion, finalmente se cuantificaron
utilizando el reactivo Bio-Rad Protein Assay (BioRad, CA, USA) midiendo la
absorbancia a 595 nm (Espectrofotometro Microplate Reader Modelo 550, Bio-
Rad, USA).

Se tomaron 50 ug de las proteinas totales extraidas, fueron resueltas en un geles
SDS-PAGE al 12%, adicionando un volumen igual de amortiguador de carga.
Posteriormente, el gel fue transferido a una membrana de nitrocelulosa 0.45 ym
(BioRad, CA, USA) en un equipo de electrotransferencia semiseca (Transblot
semidry BioRad, CA, USA) a 22 V durante 45 min. La membrana se bloqued con
leche descremada al 3 % en PBS durante toda la noche a 4 °C y posteriormente
se lavo cuatro veces con PBS-Tween 20 0.05 %, cada lavado de 10 min a
temperatura ambiente. Como primer anticuerpo se utilizaron inmunoglobulinas de
conejo anti-proteina G del virus de la rabia diluidas 1:500 en amortiguador de
dilucién (leche descremada 1 % en PBS-Tween 20 0.02 %) y se incubd a 37 °C 1
hora. Se repitieron los lavados como arriba y la membrana se incubd con el
conjugado Proteina G acoplada a peroxidasa (Bio-Rad, USA), diluciéon 1:6,000
durante a 37 °C 1 h. Nuevamente se repitieron los lavados anteriormente citados
y las bandas se revelaron con la solucién de revelado (ver Anexo lll); la reaccion
se detuvo con agua destilada al aparecer las bandas. Finalmente, las membranas
fueron conservadas en seco y fotodocumentadas (Fotodocumentador EDAS
Kodak, NY, USA).

2.7.3 Cuantificacién de proteina G por densitometria.

Del extracto proteico obtenido tanto de zanahoria como de maiz, se tomaron 50 ug
de proteina total soluble y se resolvieron en geles poliacrilamida al 10 %, los geles
se tiferon con azul de Coomassie (Bio-Rad, USA) por 1 h y posteriormente se
destiferon durante el mismo tiempo. Por otra parte se hizo una curva estandar con

proteina G purificada, esta también fue resuelta en un gel de poliacrilamida a la
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misma concentracion y tefiido como anteriormente se describe. Ambos geles
fueron analizados en el documentador de geles EDAS (Kodak, NY, USA),
comparando la intensidad de la banda producida por la proteina recombinante con

la curva de albumina.

2.8 Expresion de la proteina G del virus de larabia en baculovirus.
2.8.1 Vector pFastBacMelGHis

Para obtener el vector pFAST-Bac que expresa el gen G del virus de la rabia se
disefiaron oligonucledtidos para amplificar la secuencia que codifica para el
dominio soluble de la glicoproteina de rabia. Para la amplificacion del gen G se
utilizé ADNc de una cepa mexicana del virus de la rabia empleando 20 ng. Se
utilizoé el kit Expand high fidelity PCR system (Roche, Alemania). El producto de
PCR fue visualizado en un gel de agarosa al 1% para purificarlo mediante una
extraccion fenol cloroférmico como se describe en el Anexo IV. El producto de la
digestion fue purificado de un gel agarosa de bajo punto de fusion al 1 % utilizando

el kit Pure Link (Invitrogen, Espafia) conforme a las indicaciones del fabricante.

Se calculé la concentracion del ADN del gen para clonarlo en el vector
pFastBacMel (Patente Algenex, Madrid, Espafa). Para hacer la ligacion vector-
inserto, se utilizd la ligasa T4 (Roche, Alemania). Con este material se
transformaron células de E. coli DHS5a (Invitrogen, Espafa) mediante
electroporacién. Las colonias obtenidas se crecieron en medio LB con ampicilina y
se incubaron en agitacion constante a 37 °C toda la noche. De las colonias que
crecieron se realizo la extraccion de ADN utilizando el kit: Charge switch-pro
plasmid miniprep kit (Invitrogen, Espafia). ElI ADN plasmidico obtenido fue
digerido con las enzimas de restriccién apropiadas para comprobar la insercion del
gen G. Se eligié una colonia positiva a la digestion y fue secuenciada para evitar

mutaciones.
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2.8.2 Construccion del bacmido

A partir del ADN plasmidico de la clona secuenciada, se utilizé 1 ng/ uL para
transformar células bacterias DH10 Bac competentes (Invitrogen, Espafia), las
cuales contienen el bacmido y un plasmido cooperador que ayuda a que se lleve a

cabo la transformacion.

La mezcla se mantuvo en hielo 30 min y posteriormente se paso a un bano de 42
°C por 45 seq, las células se transfirieron inmediatamente a hielo por 2 min y se
adicionaron 900 uL de medio SOC (Invitrogen, Espafia). Las bacterias se dejaron
incubar a 37 °C por 4 horas en un agitador orbital a velocidad constante de 225

rpm.

Al terminar la incubacion, las bacterias se sembraron en las placas de LB con
tetraciclina, kanamicina y gentamicina (Ver anexo V). Las placas se incubaron por
48 h a 37 °C para permitir en este tiempo la seleccién por color de colonias azules

y blancas.

Posterior a la incubacion, de las placas se seleccionan 4 colonias blancas y se
sembraron por estria en nuevas placas de LB en las mismas condiciones que se
mencionan anteriormente. Las placas se incubaron nuevamente a 37 °C por 48 h.
De las colonias blancas que crecieron en las estrias se selecciond la clona con

mejores caracteristicas morfolégicas (tamafo, forma y completamente blanca).

Esta colonia fue aislada y crecida en 3 mL de medio LB liquido con tetraciclina
(Gibco, USA), kanamicina (Gibco, USA) y gentamicina (Gibco, USA) todas a 10
mg/mL y fue incubada 8 h a 37 °C en agitacion constante a 225 rpm. La mitad del
in6culo fue transfierido a un litro de medio LB con los antibiéticos mencionados
previamente. El cultivo fue incubado por 16h a 37 °C en agitacién constante a 225

rpm.

La extraccion del ADN del bacmido se realizo con el kit de extraccidon Pure link

Filter Maxi Columns (Invitrogen, Espafia) segun instrucciones del fabricante.
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El ADN obtenido es el bacmido que contiene el gen G del virus de la rabia y se

utilizé para transfectar células de insecto.

2.8.3 Obtencién del baculovirus BacMelGrabHis

Para obtener el baculovirus que expresa la proteina G del virus de la rabia, se
transfectaron células Sf21 (Gibco, USA) con el bacmido creado. Las células se
crecieron en una botella de 75 cm? durante 48 horas para obtener una monocapa

confluente.

Para verificar que la proteina G se estuviera expresando a través de los diferentes
pases en las células de insecto, las monocapas de células de insecto de las
botellas infectadas se desprendieron raspando la botella y fueron tratadas con un
amortiguador de rompimiento (Anexo V). El extracto celular fue observado en un
gel de poliacrilamida al 10% y la identidad de la proteina expresada fue

visualizada en Western blot, desarrollado como se describe en el Anexo V.

2.8.4 Titulacion del Baculovirus

De una botella de células de insecto Sf21 de de 75 cm? se elimind el medio y se
raspo la monocapa para desprender las células que posteriormente se contaron
para ajustar a una suspension 1X10° cel/mL. En una placa de cultivo de 6 pozos
se sembraron 2X10° células por pozo y se dejaron reposar durante 1 hr para que
se adhirieran a la placa. Por otra parte se prepararon diluciones del baculovirus
desde 107 hasta 107, se agregaron 0.5 mL a cada pozo. A un pozo sélo se le
agrego medio para usarlo como testigo negativo. La infeccién se dejoé incubando
1h a 28 °C.

Durante este tiempo se disolvié en microondas agarosa de bajo punto de fusién
diluyendo a 1 % con medio BD Baculo Gold (BD,USA) y se agreg6 anfotericina B a
0.0025 mg/mL.

Al concluir el tiempo de infeccion, se agregaron 2 mL de la mezcla agarosa-medio

a cada pozo por la pared. Al gelificar la agarosa se adicionaron 2 mL de medio BD.
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La placa se protegio de la luz y se incub6 a 28 °C durante 7 dias. Al terminar la
incubacion se agregaron 1.5 mL de rojo neutro al 0.03 %, durante tres horas,

después de las cuales se elimind y se contaron las placas formadas.
Para determinar el titulo del baculovirus se aplicé la siguiente formula:

pfu/mL = #placas x Fac. dilucion x 1/mL inéculo

2.9 Evaluacién de la respuesta inmune de animales vacunados con
zanahoria y maiz transformados con el gen G del virus de la rabia.

2.9.1 Material bioldgico

Ratones

Se utilizaron 84 ratones hembras de la cepa CD1 obtenidos del Bioterio México,
los cuales fueron mantenidos en condiciones controladas de alimentacion.

Maiz

Las mazorcas de las plantas que expresan la proteina G del virus de la rabia
fueron desgranadas y los granos de maiz fueron pulverizados en nitrogeno liquido
para obtener una harina, la cual fue mezclada con PBS para formar pastillas. El
resultado de la cuantificacion de la proteina expresada en plantas fue que la
proteina expresa 50 ug de proteina G por gramo de tejido vegetal, por lo que se

formaron pastillas con 2 g de la harina de maiz conteniendo 100 pg.

Zanahoria

Las zanahorias que expresan la proteina G del virus de la rabia fueron cortadas en
trozos pequefios de aproximadamente 5 mm para facilitar la ingestion por los
ratones. En esta especie la proteina expresé 25 ug de proteina G por gramo de

tejido vegetal.
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2.9.2 Inmunizacién

Se formaron siete grupos conformados por 12 hembras cepa CD-1 de 11 semanas
(Bioterio México) que fueron divididos como se muestra en la Tabla 2. La noche
anterior a la inmunizacion, los animales fueron restringidos en el alimento y fueron
separados en jaulas de manera individual para tener la certeza de que cada
animal consumiera completamente la pastilla de maiz o los trozos de zanahoria.
Ademas se administré una solucion de bicarbonato de sodio al 4 % en agua
destilada, esto con la finalidad de disminuir la accién de las enzimas digestivas, y
permitir la llegada integra de la proteina G recombinante al intestino. Una vez que
los animales consumieron por completo su dosis de vacuna se mantuvieron
durante 60 dias post vacunacion con su alimentacion tradicional. Los ensayos de

inmunidad fueron realizados por duplicado.

Tabla 2. Distribucion de grupos inmunizados con diferentes bioldgicos.

Grupo Biolégico administrado Via Dosis unica ( ng)
G1 Maiz que expresa proteina G Oral 100
G2 Maiz sin transformar Oral | -—--
G3 Zanahoria que expresa proteina G Oral 100
G4 Zanahoria sin transformar Oral | -—---
G5 Proteina G purificada Oral 100
G6 Proteina G purificada IM 100
G7 Sin tratamiento |- | e

2.9.3 Evaluacién de larespuesta inmune humoral.
Los ratones fueron sangrados via retrorbital para la obtencién de suero, cada 15

dias durante 2 meses post-vacunacion, para asi evaluar la presencia de

anticuerpos contra la proteina G. Los sueros fueron evaluados mediante la técnica
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de ELISA utilizando como antigeno sobrenadante de células de insecto infectadas
con un baculovirus que expresa la proteina G del virus de la rabia.

Para la ELISA se utilizaron placas de de 96 pozos de fondo plano (Maxisorb,
Nunc, USA), las cuales fueron sensibilizadas con 75 ng de la proteina G obtenida
de sobrenadante de células de insecto, infectadas con el baculovirus que expresa
la proteina G del virus de la rabia. La proteina G fue diluida en amortiguador de
carbonatos (ver Anexo V). Posteriormente las placas se incubaron toda la noche a
4 °C. Transcurrida la incubacion, se lavaron 4 veces con PBS- Tween 0.05 %. El
bloqueo de las placas se llevo a cabo con 3% de leche descremada en PBS-
Tween 0.05 % vy se incubaron 1 h a 37 °C. Las placas se lavaron como antes y se
agregaron los sueros de los ratones diluido 1:100 en 1 % de leche en PBS-Tween
0.05 %. Como testigo positivo se utilizdé un pool de sueros de ratén vacunados con
una vacuna antirrabica comercial. El testigo negativo fueron los sueros de ratones
qgue no recibieron ningun tratamiento. Todos los sueros se pusieron en la placa por
duplicado. Las placas se incubaron nuevamente 1 hr a 37 °C, y se lavaron una vez
mas. Como segundo anticuerpo se utilizé un anticuerpo anti-lgG de raton acoplado
a peroxidasa (Marca Jackson, USA) a una dilucion de 1:6,000 repitiendo la
incubacion anterior. Finalmente las placas se revelaron con 10 mg de OPD
(cloruro de orto-phenildiamina, Marca Sigma, USA) diluido en amortiguador de
citratos y peroxido de hidrogeno. La reaccion se detuvo con 50 ul de acido

sulfurico 2 N leyendo las placas a 450 nm de longitud.

2.9.4 Evaluacién de larespuesta inmune celular.

La evaluacion de la respuesta inmune celular sélo se llevo a cabo con el grpo de
ratones inmunizados con maiz, los grupos testigo positivo y negativo. Para evaluar
la respuesta inmune celular, 3 ratones de cada grupo fueron sacrificados para la
obtencion de linfocitos, con los cuales se llevo a cabo la determinacion de

interleucina-4 (IL-4) e interferon gamma (IFN-y) mediante la prueba de ELISA.
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Los ratones fueron sacrificados humanitariamente y de inmediato se obtuvieron los
bazos mediante diseccion, se hizo un pool de los bazos para la obtencién de
linfocitos. Los bazos se lavaron con 10 mL de medio RPMI (In Vitro, México) al 5
% de suero fetal bovino (SFB) (Gibco, USA) y fueron disgregados con una malla
de acero. La suspension de células se lavo con 3 mL de medio RPMI 5% de SFB y
se pasaron a través de otro disgregador celular de nylon de 100 um para eliminar
los grumos (BD Falcon, USA). La suspension fue centrifugada a 1800 xg 10 min a
10 °C. El sobrenadante se desech¢ y la pastilla fue resuspendida en 20 mL de
cloruro de amonio a 0.15 M. La suspension se incubo 10 min a temperatura
ambiente y posteriormente se repitid la centrifugacion anterior. El botén fue
resuspendido en 10 mL de medio RPMI al 10 % de SFB. Con la finalidad de
mejorar la calidad de los linfocitos estos fueron tratados con el reactivo

Lympholyte®-M (Celardane, Canada).

La suspensién fue ajustada a una concentracion de células de 2X10” cel/mL y 5
mL se agregaron a un tubo de 50 mL que contenia 5 mL de Lympholyte®-M. El
tubo fue centrifugado 20 min a 1500 xg a temperatura ambiente. De la fase
intermedia de la suspension se recuperaron los linfocitos. Las células obtenidas
fueron diluidas con medio RPMI 10 % y se centrifugaron 800 xg por 10 min.
Finalmente los linfocitos fueron diluidos en 10 mL de medio RPMI 10% y se

contaron las células. La suspension celualr se ajusto a 2X10° cel/mL.

2.9.4.1 Cuantificacién de IL-4 e IFN-y por ELISA

Para cuantificar la concentracion de las interleucinas, 1 mL de la suspension de
células obtenidos como anteriormente fue descrito, fueron sembradas en placas
de 6 pozos. Los cultivos fueron incubados por 48 h a 37 °C, concluida la
incubacion se recolectaron los sobrenadantes y fueron centrifugados a 10,000 xg
para eliminar restos celulares, el boton fue desechado mientras que el

sobrenadante fue almacenado a -20 °C hasta su uso.

52



La cuantificacion de IL-4 e INF-y se llevo a cabo por medio de un ensayo de
ELISA de tipo sandwich, utilizando como muestra los sobrenadantes de los
cultivos de linfocitos. Lo anterior se realizé utilizando los paquetes comerciales:
Mouse IL-4 ELISA ready-SET-Go y Mouse INF-y ELISA ready-SET-Go (Marca

eBioscience) siguiendo las instrucciones del fabricante.
2.10 Desafio de animales inmunizados.

Todos los animales inmunizados con la zanahoria o maiz transformado asi como
los grupos testigos positivo y negativo, fueron desafiados con una dosis letal del
virus de la rabia de cepa vampiro con un titulo de 10%'/mL LDso. Los animales
fueron observados durante 60 dias, en los cuales se recolectaron los cerebros de

aquellos que murieron con signos de la enfermedad.
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3.0 RESULTADOS.

3.1 Cultivo de callos embriogénicos de zanahoria.

Para la transformacion de zanahoria y maiz fue necesaria la proliferacion de callos
embriogénicos, para lo cual se utilizaron los medios de proliferaciéon Mytl y Ng de
induccién respectivamente. En el caso de zanahoria se utilizaron tallos y peciolos
de plantulas para el desarrollo del callo; mientras que para maiz embriones
inmaduros de semillas de maiz raza Tuxpefio (Figura 7). Una vez que se observo
la presencia de callo embriogénico en toda la superficie, éste fue retirando el tejido
madre (tejido origen de consistencia dura) a medio N6-p o MyT1l fresco,
lograndose la proliferacion.

El uso de estos medios permitié la obtencion de 100 g de masa de callo en
aproximadamente dos meses para llevar a cabo la transformacion (Figura 8). Los
callos obtenidos presentaron una consistencia friable (disgregable), textura

granular y color blanco a amarillento (Figura 8).

Figura 8. Callos en estadio de proliferacion. A) Zanahoria, B) Maiz
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3.2 Transformacién y seleccion de callos embriogénicos.

Para la transformacion de callos de zanahoria y maiz se cloné el gen G del virus
de la rabia en dos vectores de expresion con caracteristicas diferentes. Para el
caso de zanahoria se obtuvo el vector pUCpSSrabG, que contiene un doble
incrementador del promotor 35S del virus del mosaico de la coliflor (35S CaMV), él
cual ha sido descrito en la bibliografia como un promotor muy eficiente en plantas
dicotiledoneas. En el caso de el vector pPGHNC5 el gen G del virus de la rabia fue
clonado corriente debajo de un promotor de la ubiquitina de maiz, que aunque es
constitutivo es especifico de especie, con lo cual se esperaba que la proteina

clonada corriente debajo de él fuera expresada en altos porcentajes.

Por otra parte, se utilizo el vector pCAMBIA 3301, él cual contiene el gen bar que
confiere resistencia al herbicida glufosinato de amonio utilizado como agente de
seleccion. La razon para utilizar este vector es que en la actualidad el uso de
genes que confieren resistencia a antibidticos como marcadores de seleccion es

controversial para uso humano y animal.

Cabe mencionar que en el caso de maiz fueron realizadas siete transformaciones
debido al bajo nivel de regeneracion de plantas adultas obtenido, sin embargo en
todos los casos las condiciones fueron las mismas, ya que no se observo que la
transformacion por si misma fuera la causante de este problema, esta cuestion

sera discutida mas adelante.

Posterior a la transformacion no se observo dafio masivo en el callo embriogénico
causado por el bombardeo. Se observo que las particulas de tungsteno de 4 um
no causaron muerte celular en los callos embriogénicos controles de ninguna de
las dos especies.

En la semana siguiente, los callos fueron transferidos a medio nuevo. El Unico
cambio en el medio con BASTA® que fue observado en los callos embriogénicos
transformados fue la muerte celular, revelado por una coloracion café y pérdida de

la friabilidad (Figura 9). La muerte celular se debe a que las células no expresaron
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el gen de seleccion bar, por tanto las probabilidades de que integraran el gen G
del virus de la rabia son practicamente nulas.

Cabe mencionar que se observaron claras diferencias en comparacion con los
callos control negativo, los cuales fueron bombardeados sélo con particulas sin
ningun plasmido. La presencia de necrosis en los callos embriogénicos demuestra
que la transformacién es efectiva y que existen células tanto transformadas, como
sin transformar. Los callos embriogénicos de maiz se mantuvieron en seleccién
con 3 0 2.5 mg/L de glufosinato de amonio segun la especie durante tres meses

en medio soélido.

En cuanto a la seleccion de callos embriogénicos de zanahoria, esta se llevo a
cabo durante un mes en medio liquido, es decir medio MyT1 pero sin gelificante
(Figura 10). En el medio liquido las células de zanahoria tienen una mejor
seleccidon ya que todas las células estan en contacto con el agente de seleccion.
Ademas este medio permite una mayor proliferacion del callo. Posteriormente los
callos fueron transferidos a medio sélido para continuar con la proliferaciéon y
seleccion del mismo. En experimentos realizados previamente, la seleccion en
medio liquido no fue efectiva para células de maiz, ya que éstas sufren de estrés y

mueren.
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Figura 9. Callos embriogénicos en seleccién con glufosinato de amonio. Panel 1: callos embriogénicos de
zanahoria transformados. Panel 2: callos embriogénicos de maiz transformados. A: callos transformados por
cobombardeo con los vectores que contienen el gen G del virus de la rabia y el vector pCAMBIA 3301. Los
circulos rojos indican las zonas necrosadas en los callos. B: callos controles positivos transformados sélo con
el vector pPCAMBIA 3301; no se observan zonas de oxidacion. C: control negativo bombardeado con particulas
sin ADN plasmidico. Los callos muestran una coloracién café en su totalidad debido a la ausencia del gen bar.

Figura 10. Callos embriogénicos de zanahoria en medio liquido de seleccién con BASTA.A: callos
embriogénicos de zanahoria sin transformar. Se observa una gran cantidad de células muertas.
B: callos transformados por cobombardeo con los vectores pUCpSS vy el vector pPCAMBIA 3301.
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3.3 Regeneraciéon y obtencion de plantas adultas transformadas con el gen
Gy N del virus de la rabia.
Debido a que en esta etapa los resultados fueron variables entre las dos especies

transformadas, los resultados se presentan por separado.

3.3.1 Zanahoria.

Para favorecer la formacion y germinacion de embriones somaticos, dos meses
después de mantener las condiciones de seleccion estricta con BASTA al 2 mg/L,
la concentracion fue disminuida a la mitad asi como la del regulador del

crecimiento 4cido 2-metil-4-clorofenoxipropionico (MCPP) (1.5 mg/L).

La germinacion de embriones somaticos se observo al presentarse en la superficie
de los callos proyecciones de color verde de aproximadamente 5 mm (Figura 11).
Estas proyecciones corresponden al tallo de la plantula y en algunos casos se
pudo observar la presencia de raices, por lo cual estos brotes fueron
individualizados en medio MS sin hormonas pero con el agente de seleccién a una
concentracion de 1 mg/L para evitar la obtencion de plantas escape (ho
transformadas). Por cada callo transformado fue posible recuperar hasta 30
plantulas.

Figura 11. Regeneracion de plantulas. Las plantulas fueron individualizadas en
frascos con medio nuevo colocando hasta 15 plantulas por cada uno. Y permitir un
crecimiento de hasta 10 cm.

Las plantulas individualizadas fueron sucesivamente traspasadas a frascos de 20
cm de altura para permitir un adecuado intercambio gaseoso hasta que
alcanzaron una talla de 10 cm. En este estadio se lograron recuperar hasta 100
plantas (Figura 12). Antes de sacar las plantas de las condiciones estériles, el
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medio MyT1 fue suplementado con los reguladores de crecimiento AIA y BAP, los
cuales fortalecen la parte radicular (parte comestible) y del tallo de las plantas.
Una vez que se observé que dichas plantas presentaban un fortalecimiento, 70 de
éstas fueron trasplantadas a la mezcla de tierra, como fue descrito en Materiales y

Métodos.

Figura 12. Plantas de zanahoria en condiciones in vitro.

En la primera fase de aclimatacién, las bolsas en las que fueron plantadas las
zanahorias transformadas fueron cubiertas con un plastico y después de un par de
semanas se pusieron en condiciones de invernadero. De las plantas
transplantadas se recuperaron 20 en edad adulta con un sistema aéreo
fortalecido y la parte radicular desarrollada, como se observa en la Figura 13.

La talla de la parte radicular de las plantas obtenidas fue de entre 7-15 cm y fueron
analizadas para verificar la integracion y expresion del gen G del virus de la rabia.
Aquellas zanahorias que resultaron positivas en la PCR y en el Western blot
fueron congeladas una vez que la parte aérea de la planta presentd color
amarillento, lo cual es signo de muerte celular y por lo tanto el decaimiento de la

planta.
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Figura 13. Plantas adultas de zanahoria. A: Grupo de plantas adultas en condiciones de invernadero.
En comparacion con las plantas control, las caracteristicas morfoldgicas no se vieron alteradas debido a
la transformacion. B: Planta de zanahoria que expresa la proteina G del virus de la rabia: como se
puede observar la parte aérea de la planta se observa completamente sana y fortalecida, después de la
fase de aclimatacién. C: Parte radicular de la planta de zanahoria de con una talla aproximada 15 cm.

3.3.2 Maiz

En cuanto a maiz, como se mencioné en la seccion anterior se redujo
paulatinamente la concentraciébn del agente de seleccién, para disminuir las
condiciones de estrés. Al mismo tiempo se redujo la concentracion del 2,4-D y de
la cinetina a la mitad. Este callo presentaba como caracteristicas color blanco
amarillento y zonas conformadas por embriones que presentaron un color verde,
lo que indica la viabilidad del callo, sefialando que dichas células incorporaron el
gen de seleccion bar al genoma vegetal. La reduccion en la concentracion de los
reguladores del crecimiento permitié la germinacion de embriones somaticos de
los callos co-bombardeados.

Al término de un par de semanas, se observaron varios embriones con forma
redonda y color verde en la superficie del callo (Figura 14A). Cuando los
embriones germinaron se observé la presencia de raices y hojas (Figura 14B) y
fueron subcultivadas a medio nuevo, para permitir el desarrollo de plantulas
individualizadas. En esta fase se mantuvieron las mismas condiciones de
seleccion para evitar el desarrollo de plantas escape. Los subcultivos posteriores
al desarrollo de brotes de plantulas de maiz se realizaron cada tres semanas 0

dependiendo de la rapidez de crecimiento de las mismas.

Dos meses después de la germinacion de los embriones se elimind por completo

la presencia de reguladores del crecimiento en los medios de cultivo, no asi del
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glufosinato de amonio, él cual se mantuvo. Estas plantulas presentaron un color
verde homogéneo y con caracteristicas morfolégicas similares a los controles
negativos. La eliminacion de reguladores del crecimiento permito el desarrollo de
un sistema radicular definido (Figura 15). Durante el desarrollo de la plantula se
eliminaron los restos de callo embriogénico para evitar la competencia por
nutrientes. Las plantas en condiciones in vitro se fueron traspasando a botellas de
mayor tamafo de forma individual, para permitir un adecuado intercambio de

gases que permitiera su crecimiento.

Las plantas que llegaron a alcanzar una talla desde 10 hasta 15 cm de largo
(Figura 16) en 12 semanas posteriores a la germinacion de los embriones, fueron
subcultivadas en medio sin reguladores de crecimiento y agente de seleccion.
Esto permitié el fortalecimiento tanto de raices, como de la parte aérea. De estas
plantas se obtuvieron hasta 40 plantas en cada transformacion. Sin embargo no
todas lograron desarrollar un sistema radicular fortalecido que permitiera su
traspaso a tierra. Aquellas que presentaron un sistema radicular abundante y
vigoroso fueron transplantadas a tierra en las condiciones descritas en Material y

Métodos para su aclimatacion al invernadero.

Cabe mencionar que hasta esta fase de la regeneracion de plantas in vitro, las
condiciones fueron las adecuadas, ya que de todos los callos embriogénicos

transformados se logro la obtencién de plantas de hasta 20 cm de talla.

Sin embargo, como se menciond previamente, no se logré la regeneracion de
plantas adultas en invernadero durante las primeras etapas de este trabajo de
investigacion (primeras cinco transformaciones), por lo cual se modifico el medio

N6 de regeneracion.
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Figura 14. Desarrollo de embriones de maiz. En la Figura A se observan embriones y en
la Figura B se muestra las plantulas generadas de dichos embriones.

Figura 15. Plantulas de maiz en condiciones in vitro. En esta etapa se observaron
plantulas definidas y con un sistema radicular (sefialado con la flecha) que permitié un
buen desarrollo en los medios de cultivo utilizados.

Figura 16. Plantas jovenes de maiz en condiciones in vitro. Las hojas en color café que se
observan se deben a la muerte de las hojas mas viejas y que son remplazadas por hojas
nuevas.
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A este nuevo medio se le denomin6é medio de regeneracion 1, dicho medio fue el
N6 (descrito en el Anexo |) enriquecido con dos reguladores de crecimiento, BAP y
AlA. Estos compuestos son hormonas de crecimiento vegetal, la primera
perteneciente al grupo de las auxinas y la segunda a las citocininas. Las dos
hormonas permiten la division celular y al usarlas juntas permiten el crecimiento de
la parte area de la planta mientras fortalecen las raices. Por otra parte, el principal
regulador del crecimiento, el 2,4-D se fue reduciendo paulatinamente en cada
subcultivo para permitir mas rapidamente la regeneracion de plantulas. En ningun
momento se quitd del medio el agente de seleccidn, para evitar la obtencién de
plantas sin transformar. Esta estrategia permitid la obtenciéon de plantas mas

vigorosas en condiciones in vitro como se observa en la Figura 17.

Las plantas crecidas bajo las condiciones antes mencionadas fueron trasplantadas
a frascos con agrolita para aclimatarlas de una forma paulatina. La agrolita es un
polimero que se agrega a la tierra para aumentar la porosidad de la misma, lo que
permite que las raices tengan una mejor distribucion en las macetas. En este
experimento, se utilizé con la finalidad de permitir un mejor desarrollo de raices y
adaptar las plantas a condiciones ambientales de invernadero. La agrolita fue
puesta en frascos (antes de pasar a la fase de sembrar las plantas en tierra) y fue
baflada con el medio de regeneracion 1 (sales inorganicas, vitaminas,
aminoéacidos, AIA y BAP, pero sin gelificante ni azlcar). En estos frascos se
sembraron las plantas, las cuales mejoraron su aspecto y sobre todo se observo

un aumento en el tamafio de las raices (Figura 18).

Figura 17. Plantas de maiz en condiciones in vitro con un sistema radicular
enriquecido, asi como con tallo fuerte.

63



Figura 18. Plantas de maiz en condiciones in vitro sembradas en agrolita
para fortalecer sobre todo la parte aérea y desarrollo de raices.

De los siete bombardeos realizados s6lo se logré la obtencion de cuatro plantas
con buen aspecto morfolégico (tallo vigoroso y raices largas), las cuales fueron
entonces trasplantadas a tierra y se mantuvieron en el cuarto de cultivo hasta su
madurez, posteriormente se llevaron a invernadero para obtener mazorcas (Figura
19). Las cuatro plantas obtenidas tuvieron un crecimiento de entre 1-1.5 m de
altura y su aspecto fisico fue variable entre ellas, mientras dos se observaron con
follaje abundante y la presencia de 4 mazorcas (Figura 20); las dos plantas
restantes, aunque presentaron mejor talla, solo llegaron al periodo de espigacion y
dos meses posteriores a dicho evento murieron sin dar lugar a mazorcas (Figura
21).

Figura 19. Plantas de maiz en condiciones de invernadero. Las plantas observadas en la
figura, son de aproximadamente un mes sembradas en mezcla de tierra-Pete moss y agrolita.
En un principio estas crecieron lentamente y muy débiles pero se fortalecieron durante eb4
tiempo de aclimatacion.



Figura 20. Plantas de maiz en invernadero de aproximadamente 1.0 m de talla después de
tres meses sembradas en mezcla de tierra- Pete moss y agrolita y en condiciones de
invernadero, las cuales presentaron las mejores condiciones morfoldgicas y de las cuales
se obtuvieron las mazorcas.
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Figura 21. Plantas de maiz en invernadero de aproximadamente 1.5-2 m de talla después de
tres meses sembradas en mezcla de tierra- Pete moss y agrolita y en condiciones de
invernadero. Como se puede observar no presentaron buen desarrollo de la parte aérea, dichas
plantas sélo mostraron espiga (circulo rojo) y posteriormente murieron.

En la Tabla 3 se muestra el nivel de regeneracién alcanzado, como se puede

observar éste fue muy bajo ya que soOlo se lograron obtener cuatro plantas
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después de siete bombardeos. En todos los casos se logréo un alto nivel de
plantulas regeneradas en condiciones in vitro (hasta cuarenta en algunos
bombardeos), sin embargo la regeneracibn se obtuvo hasta la sexta
transformacion al utilizar las condiciones descritas previamente. Todo el material
vegetal obtenido fue almacenado a -20 °C hasta su uso, incluso la parte verde de
las plantas que no generaron mazorca.

Tabla 3. Recuperacion de plantas de maiz transgénico.

No. No. de callos | Regeneracion en
Transformacion embriogénicos invernadero

90
80
75
75
70
180 2

7 90 2

OON | W N -

En la tabla se resume la recuperacién de plantas de maiz transgénicas con respecto al
ndamero de transformaciones realizadas. En todos los casos el numero de plantulas en
condiciones in vitro supero los 20. En el bombardeo 5 se presento una contaminacién masiva
de los callos tanto por hongos y bacterias, se perdio todo el lote (posible causa material
contaminado del laboratorio).

3.4 Identificacién del gen G del virus de la rabia en el genoma vegetal de
plantas transformadas.

Para la identificacion del gen G del virus de la rabia se extrajo el ADN de hojas
jovenes de plantas regeneradas. Este ADN fue utilizado como plantilla para
amplificar por PCR el gen G completo de 1572 pb en maiz y 1231 pb en
zanahoria. En la Figura 22 se muestran los amplicones correspondientes al ADN
de las plantas de zanahoria que integraron exitosamente el gen G del virus de la
rabia en su genoma, mientras que en la Figura 23 se observa el resultado
obtenido para las plantas de maiz.
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Figura 22. Amplificacion del gen G del virus de la rabia por PCR en plantas de zanahoria
transformadas. Carril 1, Marcador de peso molecular 100 pb (BioRad); 2: control positivo
(cassette de expresién pUCpSSrabG); 3 y 4: control negativo (tejido vegetal sin transformar
y agua); 5 a 20: tejido vegetal de plantas transformadas con en gen G del virus de la rabia.

Figura 23. Amplificacion del gen G del virus de la rabia en plantas de maiz transformadas.
Carril 1, Marcador de peso molecular Low Mass Ladder (Invitrogen); 2: control positivo
(cassette de expresion p pGHNCS); 3-6 tejido vegetal de plantas transformadas con en gen G
del virus de la rabia; carril 7 control negativo (tejido vegetal sin transformar).

Todas las plantas analizadas integraron el gen G a su genoma, por lo anterior se
puede decir que tanto el método de transformacién, como el de seleccion fueron
adecuados para obtener plantas transgénicas que adoptaron el gen que se les

integro.

3.5 Deteccion del ARN m del gen G del virus de la rabia en tejido vegetal

transformado.

Para verificar el estado del ARN extraido de tejido vegetal, previo al andlisis del
ARNmM del gen G, se amplifico el gen GAPC3 que codifica para la gliceraldehido-
3-fosfatasa citosolica una enzima constitutiva distribuida tanto en mono como
dicotiledoneas. En la Figura 24 se muestra el producto de amplificaciéon de
aproximadamente 800 pb que corresponde a un fragmento del gen GAPC3 tanto
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de zanahoria, como de maiz, cabe mencionar que todas las plantas se analizaron,

aungue en la fotografia sélo aparecen algunas de ellas para fines de presentacion.

_q\

800 pb

Figura 24. RT-PCR del gen GAPC3 utilizando ARN extraido de tejido vegetal. 1: Marcador de

peso molecular 100 pb (Bio Rad); 2: control positivo; 3-4: tejido de plantas de maiz

transformadas; 5-9: tejido de plantas de zanahoria transformadas; 10: control negativo.
Una vez observada la condicion del ARN, se llevdé a cabo una RT-PCR en dos
pasos utilizando como plantilla el ARN total obtenido de las plantas adultas
transformadas tanto de maiz, como de zanahoria para confirmar la presencia del
transcrito del gen G del virus de la rabia. En la Figura 25, se observa el producto
de amplificacion obtenido de la RT-PCR de las cuatro plantas de maiz y algunas
de las plantulas de zanahoria. Este resultado indica que el gen G del virus de la
rabia fue transcrito en la célula vegetal de las plantas que integraron a su genoma

el gen G del virus de la rabia.

1231 pb

Figura 25. RT-PCR para el ARNm del gen G del virus de la rabia expresado en tejido de maiz
(carriles 2-5) y zanahoria (carriles 6-11). Linea 1: Marcador de pesos molecular DNA Low Mass
Leader; linea 2-12; ADN de tejido transformado con el gen G; linea 12 y 13: tejido sin
transformar (maiz y zanahoria respectivamente); linea 14: control positivo.

68



3.6 Identificacion de la proteina G del virus de la rabia en plantas

transformadas

Para identificar a la proteina G del virus de la rabia, se utilizé proteina total soluble
extraida de las zanahorias (parte radicular) y maiz (semillas), transformados con el

gen G del virus de la rabia en la prueba de Westrn blot.

En la Figura 26 A se muestran las proteinas totales obtenidas de las cuatro
plantas de maiz analizadas, en las cuales se detecto un banda de
aproximadamente 70 kDa correspondiente a la proteina G del virus de la rabia, en
el tejido sin transformar no se observo dicha banda. En dicha Figura las bandas se
detectaron por encima del control positivo (proteina G purificada). Lo mismo fue
observado en la Figura 26 B correspondiente a la identificacion en maiz. Lo
anterior demostré que el 100% de las plantas que integraron al gen G del virus de

la rabia en su genoma también lo expresaron en el tejido vegetal.
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Figura 26. ldentificacion por Western blot de la proteina G del virus de la rabia en plantas de
transformadas. A Tejido De zanahoria: Carriles 1-5: tejido de plantas de zanahoria transformadas con el
gen G; carril 6: tejido de zanahoria sin transformar; carril 7: proteina G de virus de la rabia purificada 8:
Marcador de peso molecular See Blue Prestained (Invitrogen, USA). B Tejido de maiz: Carril 1: marcador
de peso molecular BenchMark Pre-stained protein ladder (Invitrogen, USA); carril 2: proteina G de virus
de la rabia purificada; carril 3: tejido de maiz sin transformar; carril 4-7: tejido de plantas de maiz

transformadas con el gen G.

Por otra parte para completar la identificacion y cuantificar la concentracion de
proteina G expresada en el tejido vegetal se llevo a cabo una prueba de
densitometria (Figura 27). Para lo anterior, el extracto de proteina de 200 mg de
tejido vegetal ya sea de la parte comestible de zanahoria o de semillas de maiz
fue separado en geles PAGE 10% y este fue analizado como se describe en

Material y Métodos.

En la Figura 28 se puede observar el gel correspondiente a los extractos de maiz,

el resultado fue que las semillas de maiz analizadas expresan 50 ug de proteina G
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por cada gramo de tejido vegetal (~1% de proteina total soluble (PTS) en
promedio). Mientras que el resultado de la densitometria hecha con la Figura 29
revelo que en zanahoria expresa solamente 25 ug de proteina G por gramo de
tejido vegetal (~0.4-1.2% de PTS en promedio)

3.7 Expresion de la proteina G del virus de la rabia en baculovirus.

Con la finalidad de estandarizar un inmuno-ensayo enzimatico para la deteccion
de anticuerpos y asi como para utilizar la proteina como control positivo en el
experimento de inmunizaciébn con las vacunas comestibles, se obtuvo un

baculovirus transformado con la proteina G del virus de la rabia.

Para la obtencion de la proteina G de origen recombinante, se construyé un
baculovirus BacMelGrabHis, como se describe en la seccion Material y Métodos.
Una vez obtenido el baculovirus este fue titulado por la prueba de formacion de

placas obteniendo un titulo de 68X10" pfu/mL.

El sobrenadante de las células infectadas con este baculovirus fue observado en
gel de poliacrilamida al 10% (Figura 30), en todos los carriles se cargaron 30 ug de
proteina total, de la misma forma se llevo a cabo una prueba de Western blot para
demostrar la presencia de la proteina G del virus de la rabia. Como se observa en
la Figura 31 la proteina G del virus de la rabia fue detectada especificamente por

un anticuerpo anti-proteina G producido en conejos.
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Figura 27 Curva estandar para cuantificar la proteina G expresada en plantas
transformadas. Carril M: marcador de peso molecular; Carriles 1-4: 1, 0.75, 0.5y 0.250 ug
de proteina G del virus de la rabia purificada.

Figura 29. Cuantificacién de la proteina G expresada en maiz. Carril 1. marcador de peso
molecular. Carril 2-3: Tejido de maiz transformado. Carril 4: proteina G del virus de la rabia
purificada. Carril 5: Tejido de maiz sin transformar.

180KDa

62KDa

Figura 28. Cuantificacion de la proteina G expresada en zanahoria. Carriles 1: zanahoria sin
transformar; Carriles 2 y 3; zanahoria transformada; carril 4: Proteina G del virus de la rabia
purificada; Carril 5; marcador de peso molecular
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Gpur BacG VR

Figura 30. Visualizacion de la proteina G del virus de la rabia expresada en células de insecto Sf21.
50 pg de proteina total del sobrenadante de células de insecto Sf21 infectadas con el baculovirus
BAcMelGrab, fueron resueltas en un gel de poliacrilamida al 10%. Carriles: M: marcador de peso
molecular BenchMark Pre-stained protein ladder (Invitrogen, USA); G pur: proteina G purificada de geles
de poliacrilamida. BacG: sobrenadante de células de insecto que expresan la proteina G del virus
de la rabia. VR: extracto del virus de la rabia cepa ERA. Las flechas indican la proteina G

180 kDa

62 kDa

Figura 31. Western blot para la deteccion de la proteina G de rabia en el sistema de baculovirus.
Para identificar la proteina se utiliz6 como anticuerpo un suero hiperinmune de conejo. Med:
medio de células sin infectar; BacG: sobrenadante de células infectadas con baculovirus que
expresa la proteina G; M: marcador de peso
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3.8 Inmunizacién de animales de laboratorio.

3.8.1 Inmunidad humoral.

Conociendo la concentracién de proteina expresada en el tejido de zanahoria y
maiz, se determind la cantidad con la que se inmunizaron, por via oral, los
ratones. En zanahoria se expresaron 25 ug de proteina G por gramo de tejido
vegetal, por lo que cada animal recibi6 4 g conteniendo 100 ug de proteina;
mientras otro grupo de animales recibié 2g de harina de maiz que contenian la
misma cantidad de antigeno.

Los resultados de la determinacién de anticuerpos anti-proteina G realizados
mediante una ELISA (Eli-Rab) estandarizada en el laboratorio, se presentan en la
Grafica 1, para zanahoria y en la Grafica 2 para maiz. Cabe mencionar que el
ensayo de inmunizacion para maiz se llevo a cabo por duplicado, mientras que el
de zanahoria por la disposicion del material vegetal, s6lo se llevo a cabo en una
ocasion tal como se muestran los resultados. Sin embargo en un ensayo
independiente, se inmunizaron ratones con zanahoria pero ademas adicionando
diferentes adyuvantes orales. Los resultados de anticuerpos fueron similares a los
presentados en este trabajo asi como los niveles de proteccion descritos en la
siguiente Seccidn 3.9, por esta razon se incluyeron para el andlisis estadistico de
datos. En ambas graficas se puede observar que los grupos de ratones
inmunizados con zanahoria (Grupol) y maiz (Grupo 3) desarrollaron anticuerpos
contra la proteina G. Ambos grupos fueron comparables con los del Grupo 5
(animales inmunizados por via oral con proteina G derivada de baculovirus), y
fueron estadisticamente significativos (P<0.05 en ambos grupos). Como era de
esperarse, el grupo de animales inmunizados con la proteina G por via
intramuscular (Grupo 6), fue el que mayor titulo de anticuerpos desarrollo. Ninguno
de los grupos controles negativos (Grupo 2, 4 y 7) desarrollo anticuerpos contra la
proteina G del virus. El punto de corte para considerar un suero negativo (0.112)

fue la densidad optica mas tres desviaciones estandar de los datos obtenidos.
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Determinacion de anticuerpos anti-proteina G del virus de la rabia detectados por la
07 ‘técnica de ELISA (Eli-Rab), en ratones inmunizados con zanahoria
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Grafica 1. Determinacion de anticuerpos anti-proteina G del virus de la rabia detectados por la
técnica de ELISA (Eli-Rab) en ratones inmunizados con zanahoria. El analisis de ANOVA revelo
que todos los grupos de animales inmunizados tuvieron diferencia significativa con el grupo
testigo (P = 0.004). La linea roja indica el punto de corte (0.112)

Determinacion de anticuerpos anti-proteina G del virus de la rabia detectados por la
técnica de ELISA (Eli-Rab), en ratones inmunizados con maiz
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Gréfica 2. Determinacién de anticuerpos anti-proteina G del virus de la rabia detectados por la
técnica de ELISA (Eli-Rab) en ratones inmunizados con maiz. El analisis de ANOVA revelo que
todos los grupos de animales inmunizados tuvieron diferencia significativa con el grupo testigo
(P =0.010). La linea roja indica el punto de corte (0.112)
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3.8.2 Inmunidad celular

La presencia de las citocinas INF-y y IL4 fue determinada utilizando una prueba de
ELISA comercial. Para lo cual se utilizaron los sobrenadantes de cultivos de
linfocitos de ratones inmunizados. La prueba dio como resultado la presencia de
INF-y (Grafica 3) en los grupos inmunizados con la proteina G, ya sea origen
recombinante o expresadas en maiz, y en menor nivel la presencia de IL-4
(Gréfica 4).

Este resultado, lleva a pensar que la respuesta inmune que se monta en los
primeros dias de la inmunizacién con la vacuna comestible desarrollada en este
trabajo es una respuesta del tipo Thl regulada por una respuesta Th2, mostrada
por la presencia de la IL-4. Aunque, la presencia de esta se observd en las
determinaciones después del dia 15, lo cual concordaria con el desarrollo de

anticuerpos neutralizantes (respuesta tipo Th2) después de este dia.

3.9 Supervivencia de animales vacunados y desafiados con el virus de la
rabia.

Sesenta dias después de la inmunizacion todos los ratones fueron desafiados con
un aislado de virus rabico de cepa vampiro. Los resultados que se muestran en la
Grafica 5 indican una proteccion parcial de la proteina G frente a una infecciéon
viral experimental. Se puede observar que el nivel de proteccion fue similar entre
el grupo control positivo (proteina G recombinante) y los ratones inmunizados con
maiz (83% de supervivencia). En el caso de los ratones inmunizados con
zanahoria que expresa la proteina G del virus de la rabia se observé un menor
porcentaje de supervivencia (66%) aunque recibieron la misma dosis de proteina
G. Es importante resaltar que todos los animales de los grupos controles negativos
murieron de rabia, en estos se pudieron observar los signos rabicos, los cerebros

se probaron por la prueba de anticuerpos fluorescentes para rabia.
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Grafica 3. Cuantificacién de IFN-y en linfocitos extraidos de bazos estimulados con

proteina G del virus de la rabia. Analisis de varianza (ANOVA) (p=0.024)
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Gréfica 4. Cuantificacion de IL-4 en sobrenadantes de linfocitos extraidos de bazos
estimulados con proteina G del virus de la rabia. Andlisis de varianza (ANOVA)

(p=0.042)
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Supervivencia de ratones inmunizados on maiz y zanahoria que expresan
la proteina G del virus de la rabia
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Grafica 5. Porcentaje de supervivencia de ratones desafiados con el virus de la rabia. Los grupos
G1 y G3 (inmunizados con maiz, y con proteina G purificada respectivamente) presentaron un
83.3% de supervivencia. Mientras que el grupo G3, inmunizado con zanahoria presenté una
supervivencia de 66 %. Ningun animal de los grupos control G2, G3 y G7 sobrevivid al desafio.
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4.0 DISCUSION.

La rabia es una de las enfermedades mas antiguas conocidas, por la humanidad y
la zoonosis viral mas importante con implicaciones tanto de salud publica, como
veterinaria (Fournier-Caruana, et al, 2003; Rupprecht, et al, 2002). La principal
estrategia para el control de la enfermedad es la vacunacion, por lo que el disefio
de una vacuna antirrabica que sea efectiva, segura y de bajo costo es una
prioridad. En el caso particular de esta investigacion, se evalud la respuesta
inmune humoral, celular y de proteccion inducida en ratones vacunados via oral
con plantas de maiz y zanahoria que expresan a la proteina G del virus de la
rabia. Para lograr esta meta, la primera fase de experimentacion fue el disefio de

vectores de expresion en plantas que contuvieran al gen G del virus.

Una caracteristica importante de los vectores de expresién para plantas es el
promotor; uno de los mas ampliamente utilizados es el del virus del mosaico de la
coliflor (CaMV) por ser un promotor constitutivo. Los estudios de expresién han
revelado que la transcripcion es manejada por el fragmento -208 a -46. Al duplicar
esta region el efecto del promotor se ve directamente reflejado en el aumento de la
expresion del gen de interés (Omirullen et al, 1993). Por esta razén, en este
estudio, se decidié utilizar como promotor esta region incrementadora duplicada
en el vector pUCpSS que fue utilizado para la transformacion de zanahoria. Para
maiz se optd por utilizar el promotor de la Ubiquitina de maiz (Ubi). EI empleo de
este promotor ha demostrado dar los niveles mas altos en la expresion de genes
en varias especies de cereales (Cornejo et al, 1993; Gallo-Meagher & Irving, 1993
y Taylor et al, 1993; Vasil, 1994). El resultado de el uso de ambos promotores, fue
la expresion de 1% de proteina G con respecto a la proteina total soluble, existen

pocos reportes en donde la transformacion nuclear de estos resultados.
Una fase crucial en este trabajo de investigacion fue el cultivo de tejidos vegetales,

manejo de reguladores del crecimiento y medios de cultivo, ya que permiten la

obtencion de plantas que expresen proteinas exdgenas. Las auxinas y demas

79



componentes que constituyen dichos medios, asi como las concentraciones
utiizadas fueron determinadas previamente para la obtencion del callo
embriogénico (Tokuji & Kuriyama, 2003), y las modificaciones a dichos medios han
sido descritas previamente por Mere & Vazquez, 2003; y Jiménez 2006

Lo anterior se ve afectado también y de forma directa por el método de seleccion,
el cual no debe afectar el desarrollo de la planta, pero debe ser eficaz para evitar
el desarrollo de plantas escape. Este tipo de plantas se generan cuando células
que son transformadas, no integraron al transgen debido a la ineficacia del método
de seleccion y por tanto no expresan la proteina deseada. En este sentido el uso
del Basta®, glufosinato de amonio, ha sido exitosamente empleada para recuperar
lineas transformadas en maiz (Fromm et al, 1990; Gordon-Kamm et al, 1990). Con
base en ello, se opté por emplear un herbicida en lugar de un antibiético como
agente de seleccidon en ambas especies trabajadas en la investigacion. Lo anterior
debido a que el uso de antibidticos como marcadores de seleccion es
controversial, debido al potencial de diseminacibn para proveer nuevas

caracteristicas a las plantas en la transferencia de genes (Chambers et al., 2002).

Posterior a la transformacion, un paso crucial para obtener plantas transgénicas
gue expresen el transgen es continuar con un riguroso proceso de seleccion. El
glufosinato de amonio es el principio activo del herbicida BASTA®. Es parte del
tripéptido fosfinotricil-alanil-alanina e inhibe principalmente a la enzima glutamina
sintetasa. El gen de resistencia ha sido transferido a diversos cultivos de interés
econdmico entre ellos el maiz. Las plantas transformadas con estos genes
producen una nueva enzima, la fosfotricin acetil transferasa, que inactiva el
glufosinato en las células por acetilacion; mientras que las plantas sin transformar
mueren por la acumulacion de glufosinato, ya que no presentan dicha enzima
(Weller et al., 2003). La acumulacion de esté causa muete celular y necrosis en los
tejidos tal y como se observo en los callos embriogénicos sin transformar (Figura

9). En la transformacion, el gen bar se encuentra 9 veces menos representado que
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el gen G de rabia, por lo que se infiere que las células que han integrado el gen

bar también habran integrado el de rabia.

Para dirigir a los callos embriogénicos transformados hacia la regeneracion de
plantulas, se disminuyo gradualmente el regulador de crecimiento vegetal en el
medio (Ibaraki & Kurata, 2001; Ammirato, 1983; Emons y Kieft, 1995). El alto
grado de regeneracién obtenido en condiciones in vitro para maiz, coincide con lo
informado por Hardegger y Sturm, 1998; en donde de igual forma se logré una alta
tasa de regeneracion, pero utilizando Agrobacterium como método de
transformacién. Otros como Gordon-Kamm et al (1990) regeneraron un total de
76 plantas de las cuales, 35 alcanzaron la madurez, aunque no dan datos de
namero de callos transformados; Spencer et al (1992) regeneraron 219 plantas;
Register 1l et al (1994) obtuvieron 95 plantas regeneradas de 75
transformaciones; Zhong et al (1996) regeneraron 5 plantas de cada una de las 10
callos transformados y O’Connor et al (2002) regeneraron 29 lineas, sin que
informen del numero de transformantes. En este trabajo, la cantidad obtenida de
plantas de maiz regeneradas en condiciones in vitro se considero exitosa,
concluyendo que las condiciones de regeneracion empleados fueron adecuadas.
Sin embargo las condiciones de climatizacion so6lo permitieron el crecimiento de 4
plantas con una altura promedio de 1-1,30 metros y algunas presentaron una
espigacion anémala al igual que la formacion de la mazorca. Con lo cual el indice

de rendimiento es muy bajo.

Anormalidades morfologicas similares en plantas regeneradas de maiz han sido
previamente descritas por Gordon-Kamm et al (1990), D'Halluink et al (1992),
Walters et al (1992), Zhong et al (1996) y O’Connor et al (2002), lo anterior puede
deberse al estrés al que estuvieron sometidos los callos por parte del herbicida y
el tiempo en el que permanecieron tanto del agente se seleccion, como del
regulador de crecimiento provocando variacion somaclonal. El fendbmeno de
variacion somaclonal se da en plantas regeneradas a partir de cultivos de tejidos

(Larkin y Acowcroft, 1981). Dicho evento se debido al régimen de cultivo (intervalo
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del subcultivo y condicién fisica del medio) y los componentes del medio;
especialmente hormonas y reguladores de crecimiento han demostrado su
influencia sobre el estatus citolégico de las células en cultivo. El fenébmeno tiende
a incrementarse con la duracién del crecimiento in vitro y la inestabilidad
cromosomica esta frecuentemente asociada con el crecimiento del callo
desorganizado (Bayliss, 1980; Lee y Phillips, 1988), caracteristicas en la
naturaleza recalcitrante de las especies gramineas por el uso de altas
concentraciones de auxinas fuertes como 2,4-D (Vasil, 1994). Por esto, en este
trabajo fue necesario utilizar, ademas de esta hormona, otros reguladores del
crecimiento, ya que después de cinco transformaciones no se logro recuperar
ninguna planta adulta en condiciones de invernadero. El medio N6 fue enriquecido
con la citocina BAP (benzilaminopurina) y la auxina AlA (acido indolacético) en la
etapa de regeneracion. Lo anterior debido a que estos compuestos son hormonas
de crecimiento vegetal. Ambos permiten la division celular y cuando se usan juntas
permiten el crecimiento de la parte area de la planta mientras permiten el
fortalecimiento de la parte radicular (experiencia del laboratorio de Cultivos
Vegetales, datos no publicados). El uso de este medio y la pre-aclimatacion de las
plantas utilizando agrolita como sustrato fueron los factores determinantes para la

obtencion de plantas adultas en invernadero.

Aun con los resultados obtenidos en la fase de regeneracion, esta fase fue poco
exitosa debido a la gran cantidad de recursos y tiempo dedicados a lograr la
obtencion de plantas adultas y fértiles. Por esta razon debe considerarse en

futuros estudios un sistema de expresidon que sea mas estable.

La identificacion del gen G del virus de la rabia en el genoma vegetal de ambas
especies transformadas asi como la expresion del transgene en ellas fueron
analizadas por PCR y RT-PCR. Todas las plantas analizadas de ambas especies
fueron positivas al amplificar los 1572 pb del gen G del virus de la rabia. El éxito
de la obtencion del 100% de plantas transgénicas se debe principalmente a la

rigurosa fase de seleccion con el glufosinato de amonio, ya que dicho agente no
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fue retirado por completo de los medios hasta que las plantas fueron aclimatadas
a condiciones de invernadero. Aquellas plantas que no integraron al gen bar,
fueron eliminadas por seleccion (Fu, et al, 2000), con lo cual también podemos
concluir que el procedimiento de co-bombardeo, con dos vectores, no interfiere
con el porcentaje de plantas regeneradas, ya que el fenbmeno de integracion del

transgen por bombardeo de particulas es completamente al azar.

En la identificacion, fue importante eliminar la presencia de plantas escape, es
decir que hayan integrado el gen bar pero no el gen G del virus de la rabia. Lo
anterior debido a que durante la transformacion genética vegetal, los transgenes
gue son integrados al genoma vegetal pueden ser reconocidos como invasivos
durante dicho proceso y no son transcritos. (De Wilde, et al, 2000; Matzke &
Eggleston, 1996). Con los resultados observados, se asume que no hubo efecto
de silenciamiento, ya que en todas las plantulas que integraron el gen, lo

transcribieron.

Para la identificacion de la proteina G en el tejido vegetal transformado se llevo a
cabo mediante Western blot. Para ambas especies se observdo una banda
especifica de la proteina G del virus de la rabia que tiene un peso alrededor de 70
kDa cuya migracién se observé un poco mas lenta que la observada para la
glicoproteina control. Se observaron algunas bandas inespecificas reconocidas
por el anticuerpo especifico, este efecto se ha visto en varias publicaciones (Tae-
Jin, et al, 2003; Marquet-Blouin, et al, 2003; Streatfield et al., 2003; Yusibov, et al,
1997).

El aumento de peso molecular en la glicoproteina del virus de la rabia puede
deberse a los procesos post-traduccionales que se efectian en las células
vegetales. Uno de ellos es la glicosilacion, que es un proceso que puede modificar
las propiedades fisico-quimicas y biol6gicas de la proteina que se esta
expresando, por ejemplo la resistencia a la desnaturalizacion por calor, proteccion

de la degradacion proteolitica, inmunogenicidad y solubilidad (Faye, et al, 2005).
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Se sabe que en la proteina G del virus de la rabia existen tres sitios de
glicosilacion y que aunque estos tres presenten glicosilacién no interfiere con el
reconocimiento o formacién de anticuerpos neutralizantes de virus, esto depende
mas bien de la conformacion y plegamiento que adopte la proteina (Drings, 1998).
Es probable que en las células vegetales se haya llevado a cabo la glicosilacion en
uno o mas sitios de la proteina, y por ello haya aumentado el peso molecular.
Morimoto y Kawai (2002), demostraron que las diferencias en la mobilidad
electroforética de la proteina G expresada en diferentes sistemas celulares, son
debidas a diferentes procesos de glicosilacion que sufre, no todos los sistemas la
glicosilan de la misma forma. Este mismo grupo de trabajo demostré, mediante el
uso de un panel de anticuerpos monoclonales, el diferente patron de glicosilacion
no interfirié6 con el reconocimiento antigeno-anticuerpo. Lo mismo se presume en
este caso, que los cambios en la glicosilacion que sufrié la proteina en la célula
vegetan, no interfirieron con la formacion de anticuerpos que fueran capaces de

neutralizar al virus en el ensayo de proteccion.

McGarvey, et al, en 1995, observo que la proteina G del virus de la rabia sufre
procesos post-traduccionales diferentes a los ocurridos en células animales, ya
que cuando expresaron a la glicoproteina del virus de la rabia en jitomates
obtuvieron dos bandas en el sitio que correspondia al tamafio de la proteina G.
Aunque esto pudo deberse a un proceso proteolitico, mas que a uno de

glicosilacion.

Otro objetivo de este proyecto fue obtener una proteina recombinante que
permitiera utilizarla como control positivo para el ensayo de inmunidad; asi como
antigeno en las prueba de ELISA, para determinar anticuerpos antirrabicos. Por
ello, la proteina G del virus de la rabia fue expresada también en un sistema de
baculovirus. Dicha proteina fue funcional, ya que fue reonocida en Western blot
por IgG derivados de suero de conejos hiperinmunizados. Con la proteina G de
desarrollo una técnica de ELISA indirecta capaz de detectar anticuerpos contra la

proteina G en muestras de suero de animales inmunizados con dicha proteina.
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Estos resultados concuerdan con otros reportes en donde se utiliza una proteina G
de origen viral o recombinante como antigeno en un ensayo de ELISA (Servat
2007; Cliquet 2000, 2003, 2004, 2006; Grasi 1989). La ventaja de utilizar una
proteina recombinante en lugar del antigeno purificado de cultivos celulares
infectados con el virus, como en las publicaciones anteriormente citadas, es la
disminucién del riego de manejar dicho virus. Lo anterior sin perder la
especificidad de deteccion de anticuerpos. Si bien en el ensayo de ELISA no se
estan determinando especificamente anticuerpos neutralizantes de virus, ha sido
ampliamente demostrado que los anticuerpos contra la proteina G del virus de la
rabia son la principal respuesta contra el virus. Auque en las Graficas 3 y 4 se
observan bajos niveles de anticuerpos a los 60 dias, estos fueron suficientes para
conferir proteccion ante un desafio con el virus de la rabia, lo cual significa que los
anticuerpos detectados por la prueba de ELISA fueron neutralizantes. Para evitar
la disminucion de anticuerpos y tener una respuesta mas sostenida, se tendrian
gue hacer revacunaciones con el antigeno, para lo cual también deben hacerse
ensayos de tolerancia. Lo anterior ya que el uso consecutivo de una proteina
antigénica por via oral podria causar anergia de las células ante ella, en este caso
dejaria de montarse una respuesta inmune, el efecto contrario a lo que se busca
con una vacuna. El efecto de tolerancia ante la administracion de una vacuna
derivada de plantas ha sido ampliamente discutido (Landrige & Weiner, 2000) sin
gue hasta el momento se tengan evidencias de que esto haya ocurrido en alguna

de las vacunas que se estan envaluando por diferentes grupos de investigacion .

En este ensayo de proteccion demostramos que la glicoproteina expresada tanto
en zanahoria (Rojas et al, 2009), como en maiz fue capaz de inducir anticuerpos
contra la proteina G que son protectores ante un desafio con el virus de la rabia.
Estos resultados concuerdan con los obtenidos en trabajos previos donde la
glicoproteina ha sido expresada en diferentes sistemas vegetales como tabaco
(Yusibov et al. 1997; Ashraf et al. 2005), y espinaca (Modelska et al. 1998;
Yusibov et al. 2002). En estos trabajos los animales inmunizados no solo

producen anticuerpos neutralizantes de virus, sino que ademas dichos
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anticuerpos, protegen ante un desafio viral. Una diferencia significativa con los
trabajos anteriores es que en todas ellas la administracion del antigeno fue por via
parenteral después de haberlo purificado del tejido vegetal. Aunque esto puede
representar una desventaja frente a las vacunas comestibles, en las publicaciones
MAas recientes se propone con mayor probabilidad de aceptacion la denominacion
de antigenos derivados de plantas, que corresponde a la purificacién del antigeno
que ha sido expresado en algun sistema vegetal para posteriormente ser

inmunizado.

Con respecto a la induccion de citocinas, los resultados muestran una tendencia al
desarrollo de una respuesta celular de tipo Thl, demostrada por la presencia de
IFN-y hasta el dia 20 post-vacunacion, lo anterior ha sido mostrado también por
Tesoro-Cruz et al., 2006 utilizando una vacuna antirrabica de ADN. Este resultado
se soporta en la hipétesis sustentada por Drings (2002) que sugiere que una
vacuna subunitaria (como una vacuna comestible) desarrollara preferentemente
una respuesta tipo Thl (Drings, 2002). Sin embargo después del dia 15 fue
observado un pequefio incremento en la concentracion de la IL-4, interleucina
caracteristica de una respuesta del tipo Th2. La presencia de estas ambas
citocinas también fue reportada por Perrin et al., 2000, al administrar una vacuna
de ADN desnudo. Con lo anterior se presume que existe una mezcla de células
tanto Thl como Th2. Aunque es necesario desarrollar otros ensayos para ser

concluyentes en este punto.

En cuanto al ensayo de proteccion, no se observo el 100% de proteccién con el
uso de ninguno de los dos sistemas vegetales, esto posiblemente puede deberse
a que parte del antigeno administrado fue degradado por efecto de los jugos
gastricos. Este efecto podria ocurrir mas aun en zanahoria, en donde la proteina
se encuentra menos protegida que en maiz, debido a la presencia de almidones
en el cereal. Sin embargo en el caso de maiz el porcentaje de proteccion fue el
mismo que el conferido por la proteina G derivada de baculovirus, es decir 83%.

Para ninguno de los grupos se administraron adyuvantes, ni tampoco
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revacunacion. Asi que con los datos obtenidos se propone ya sea el uso de
adyuvantes orales para investigar si esto promueve una mayor porcentaje de
proteccion o bien hacer revacunaciones con el antigeno. Se ha demostrado que
los anticuerpos neutralizantes de virus que proveen proteccion ante un desafio con
el virus de la rabia son inmunoglobulinas del isotipo IgG (Turner 1978). Aunque
esto no lo podemos comprobar con la prueba de ELISA que fue desarrollada en
este estudio, se propone para futuros estudios determinar el tipo de
inmnoglobulina que esta detectando la prueba. La proteccién conferida por una
vacuna oral contra un desafio intracerebral del virus puede explicarse ya que
aungue la barrera meto-encefélica es impermeable a los anticuerpos, la barrera
gue rodea los nervios es un poco mas permeable, esto podria estar dando una
oportunidad para que los anticuerpos especificos contra el virus entren y
neutralicen la infeccibn. Tambien existe la posibilidad de que exista una gran
cantidad de anticuerpos en el sitio antes de que el virus entre a sistema nervioso

central (Moalem et al., 1999).

El principal objetivo de expresar el gen de la proteina G del virus de la rabia en
plantas de maiz, fue generar un prototipo de vacuna de nueva generacion que
satisfaga las necesidades de vacunacion en la actualidad. La expresion estable de
la glicoproteina del virus de la rabia lograda con la transformacién de maiz y
zanahoria, permitié la obtencion de plantas que pueden ser utilizadas como una
vacuna derivada de plantas, ya que la proteina producida fue reconocida por
anticuerpos especificos contra la proteina G del virus, e inducir una respuesta
inmune protectora por lo que se puede concluir que sus caracteristicas
inmunogénicas no fueron modificadas por los procesos post-traduccionales que se

llevan a cabo por las células vegetales.

Sin embargo, es importante considerar que las nuevas tecnologias aplicadas a
alimentos han desatado controversia en cuanto a su legislacién y aceptacion por el
publico. Y ya que en este trabajo se propone el uso de las vacunas comestibles,

especificamente para la inmunizacion masiva contra el virus de la rabia; es
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importante mencionar la situacion en nuestro pais en cuanto a estos tépicos se

refiere.

Se considera que los organismos genéticamente modificados (OGM) deberian ser
vigilados desde su desarrollo en el laboratorio, su ensayo en el medio ambiente y
su uso comercial, ya que se ha postulado la contaminacion con transgenes a
especies nativas. Estos aspectos son examinados en tratados como el Protocolo
de Cartagena sobre Bioseguridad, el cual fue firmado por México. En nuestro pais,
se desatd un gran debate debido a la introduccion de variedades de maiz
transgénico y su posible cruce con variedades nativas del pais, ya que como se
sabe nuestro pais es centro de origen de dicho cereal (Galvez, 2004). En la actual
legislacion sobre el manejo de OGM en México, no se mencionan los lineamientos

a seguir para la liberacién de una vacuna derivada de plantas.

Finalmente, aunque el sistema de vacunas liberadas en plantas pueda ser
atractivo y novedoso, en la practica su aplicacion puede resultar complicada por

las razones descritas a continuacion:

e La dosificacion del antigeno depende del nivel de expresiéon del mismo en el
tejido vegetal, y aunque en general se ha mostrado buenos niveles de
expresion, para determinar este parametro debe analizarse cada linea
vegetal producida (plantas individuales).

e Los niveles de expresidbn no siempre son heredables a través entre
sucesivas generaciones de la linea trasgénica.

e Las semillas originadas de las lineas pueden tener caracteristicas
genotipicas y fenotipicas poco deseables, como perdida de la fertilidad

entre otras.
Por lo descrito antes, es importante considerar para el desarrollo de una vacuna

derivada de plantas: uso de especies vegetales que no sean controversiales en

cuanto a que esta sea nativa de la region en donde se producira la vacuna. Esto
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aplica especificamente en el caso de maiz, esta especie vegetal, si bien presenta
la ventaja de expresar niveles considerables de la proteina exégena, tiene como
inconveniente que México es centro de distribucion de maiz con lo cual su
produccion en campo abierto puede ser prohibitiva. Una alternativa es la

produccion del maiz transgénico en condiciones controladas de invernadero.

En cuanto a zanahoria, si bien presenta caracteristicas convenientes como la
administracion en forma cruda de la parte comestible, dicha especie no genera
semillas con las cuales se pueda seguir generando la vacuna sin necesidad de
pasar cada ciclo de produccion por la etapa in vitro. La alternativa para este
sistema es la produccion del antigeno en cultivos de suspension de células, lo
anterior ya ha sido demostrado con éxito por otros grupos de trabajo (Yusibov, et
al., 2008).

El uso de los sistemas de células en suspension resulta mas atractivo para la
produccion de una vacuna derivada de plantas, ya que las caracteristicas de
obtencion serian las mismas sin llegar a la obtencion de plantas adultas. Lo
anterior ha resultado mas aceptable para la produccion y aprobacion de dichas
vacunas por diversos grupos de expertos en vacunas (Plotkin et al, 2007; Weniger
2007).

Durante el desarrollo de este trabajo de investigacion y habiendo enfrentado los
problemas descritos durante la produccidon de plantas adultas, se propone el uso
de células vegetales en suspension transformadas con los antigenos de interés.
Lo anterior ha sido demostrado con la aprobacién por la FDA en Estados Unidos
de la primera “vacuna derivada de plantas” contra el virus de Newcastle que ha
sido desarrollada en cultivo de células en suspension. Esta estrategia puede

solventar algunos de los problemas descritos previamente.
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5.0 CONCLUSIONES

e Mediante el uso de biobalistica como método de transformacion genética
vegetal y utilizando vectores de expresion de plantas (pUCpSSrabG y
pPGHCNS) con promotores constitutivos, se logré la regeneracion de plantas
completas de zanahoria y maiz que expresan a la proteina G del virus de la
rabia.

e De acuerdo a los resultados obtenidos de las técnicas moleculares
utilizadas, se observé que la proteina G expresada en ambos sistemas
vegetales fue funcional, aun cuando esta sufri6 algunos cambios

postraduccionales.

e Con los resultados obtenidos de los ensayos de inmunidad, concluimos que
el tejido de maiz fue mas efectivo para proveer mayor proteccién ante un
desafio con el virus de la rabia de la cepa vampiro, que es el principal

transmisor del virus en nuestro pais.

e Los resultados muestran que tanto zanahoria como maiz son sistemas
convenientes para expresar a la proteina G; ya que alcanzé buenos niveles
de expresion (25 pg/g y 50 upg de tejido de zanahoria y maiz
respectivamente), que permitirian la produccion de una vacuna

subunitaria.

¢ Finalmente, los resultados obtenidos en este proyecto se suman a todos
aquellas publicaciones donde la expresiéon de antigenos ha sido exitosa
utiizando diferentes métodos de transformacién. EI bombardeo de
microproyectiles, permite la expresion permanente, ya que el transgen es
integrado al genoma vegetal y este puede ser segregado en futuras
generaciones, obteniendo un muy buen candidato de vacuna comestible

contra el virus de la rabia, tanto para animales, como para humanos.
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6.0 PERSPECTIVAS.

Los resultados obtenidos permiten visualizar el desarrollo de una vacuna
antirrdbica derivada de plantas, ya que se demostré que las células vegetales de
las dos especies evaluadas son capaces de expresar a la proteina G del virus en
cantidades suficientes. Sin embargo es necesario realizar evaluaciones de la
misma en las especies blanco para las cuales fueron desarrolladas, animales
silvestres, que actuan como vectores de la enfermedad y domésticos; ademas en
humanos. Por otra parte, también deben considerarse ensayos de la evaluacion
inmunoldgica que permitan concluir sin lugar a dudas que la vacuna funcionara en
dichas especies blanco. Lo anterior a nivel de anticuerpos neutralizantes de virus,
determinar cual es el papel de la inmunidad celular en la respuesta inmune
promovida por la vacuna derivada de plantas, y finalmente, evaluar que
estrategias de vacunacion permitan mantener el nivel de proteccion, como puede

ser el uso de adyuvantes o revacunaciones.

Por otra parte, es importante la evaluacion del desarrollo de dichas vacunas
derivadas de plantas en células en suspension, comparadas con las desarrolladas
en planta completa. Esto a nivel de expresion de proteina, tiempo de obtencion de
la vacuna, impacto comercial y costos, ya que es una de las principales ventajas

atribuidas a este sistema.
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8.0 ANEXOS

ANEXO I. CULTIVO VEGETAL

e Composicion el medio MS (Murashige & Skoog, 1962)

Compuesto Concentracion (mM) | Stock 100X
(mM)
Solucion | NH4NO; 20.6 2060
Nitratos KNO3 18.8 1880
Solucion MgSQO,7H,0 1.5 150
Sulfatos MnSO,4H,0 1X107° 1.0
ZnS047H,0 3X10” 3.0
CuS045H,0 1X10™ 1X107?
Solucion lll CaCl,2H,0 3.0 300
Haluros Kl 5X107 0.5
CoCl;, 1X10™ 0.01
Solucién IV KHoPO4 1.25 125
Fosfato/Borato/ HsBO; 0.001 10
Molibdeno NaMoO42H,0 0.001 0.01
Solucién V FeSO47H,0 0.1 10
Hierro/EDTA EDTA2H,0O 0.1 10
Fuente de Sacarosa 87.63
Carbono

Medio MS modificado para proliferacion.
Sol | 10 mL
Sol Il 10 mL
Sol lll 10 mL
Sol IV 10 mL
Sol V 10 mL
Vitaminas R2 10 mL
Glicina (Sigma, USA) 2mL
Gellan (Sigma, USA) 2.5mg
Azucar 309
Agua cbp 1000
pH 5.7
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e MEDIO MyT1 modificado.

Compuesto Concentracion

2,4 —D (acido diclorofenoxiacético) 10 mg. L
Vitaminas R, 10 mg. L™
Sales del Medio MS

Solucién nitratos 10 mg. L™

Solucién sulfatos 10 mg. L™

Solucién halégenos 10 mg. L™

Solucién Boro/Molibdeno 10 mg. L

Solucién EDTA 10 mg. L™
MCPP (ac. 2-metil-4-clorofenoxipropionico) 3mg/L
BAP (benzilaminopurina) 0.03mg L™
Cinetina (Sigma, USA)
Sacarosa 30gL"’
Gellan (Sigma, USA) 25¢gL™’

e Medio de cultivo Ng .

Compuesto mgL™”
KNO3 28.00
CaCl,.7H.0 1.13
MgSO, 7H,0 0.75
(NH4)2SO4 3.50
MnSO4.H20 5.97
ZnS04.7H,0 1.50
KH,PO4 2.94
H3;BO; 1.60
Kl 0.80
FeS04.7H,0 27.80
C14H4N2010N82.H20 37.30
2,4-D 1.0
Cinetina (Sigma, USA) 1.0
Glicina (Sigma, USA) 1.0
Adenina (Sigma, USA) 10.0
Sacarosa (Sigma, USA) 30000
Gellan (Sigma, USA) 2800
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ANEXO Il. ANALISIS DE ADN Y ARN VEGETAL

e Amortiguador de extraccién de ADN para maiz:
7.0M de urea, 0.35M NaCl, 0.05M de Tris HCI pH 8.0, 0.02M EDTA, 1%

sarcosine.

e Amortiguador de extraccién de ARN para maiz y zanahoria.
10 mM Tris HCI pH 9.0, 200 mM DTT, 1% sarcosyl, 20 mM de EDTA.

e Amortiguador TE.
10 mM Tris-HCI pH 8.0, 0.1 mM EDTA.

ANEXO 1lll. ANALISIS DE PROTEINAS

e Gel de poliacrilamida (PAGE) al 10%.

Gel separador

Buffer Tris-HCI pH 8.8 1.875 mL
Acrilamida- bisacrilamida 1.875 mL
Agua 4.25 mL
SDS 10% 75 uL
Persolfato de amonio 375uL
TEMED 10uL

Gel concentrador

Buffer Tris-HCI pH 6.8 625uL
Arcrilamida- bisacrilamida 1.25 mL
Agua 2.85 mL
SDS 10% 50 uL
Persolfato de amonio 250 uL
TEMED 7uL

e Amortiguador de muestra 2X

25 mg de azul de bromofenol, 308 mg, 2 mL glicerol, 800 uL agua destilada, 3.2

mL.
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e Amortiguador de extraccion de proteinas.
10mM EDTA, 0.15%  NayHPO4 0.04% KHyPO4, 0.1% Triton 100X, 0.61%
NaCl, 5mg/mL ascorbato de sodio, 100mM PMSF. Disolver en agua destilada y

desionizada

e Amortiguador de corrida de proteinas 5X
25.0 g Tris base, 72.0 g glicina, 5.0 g SDS; ajustar pH 8.3 y llevar a 1L con agua
destilada.

e Amortiguador de corrida de transferencia.
800 mL de buffer de corrida de proteinas 1X; 200 mL de metanol absoluto.

e Buffer de revelado.
30 mg de 2,4 diaminobencidina, 60 mL de PBS, 30 pL H,O»

ANEXO V. SISTEMA DE BACULOVIRUS

e Obtencion del gen G para clonar en pFastBac
Los productos de PCR se purificaron por precipitacion como sigue.
1. Se midié el volumen total juntando los tres tubos de cada reaccién, se

transfirieron a un tubo nuevo.

2. Se afiadi® un volumen igual de mezcla fenol-cloroformo- isoamilico

(24:24:1) y se vortexed por un min. Después se centrifugo a 10 000 xg/10’.
3. Se toma la fase superior y se transfirié a otro tubo midiendo dicho volumen.

4. A lafase acuosa se le agregaron 1 volumen de cloroformo:alcohol isoamilco

(24:1). Se agit6é por 1 min. en vortex y se repitié la centrifugacion anterior.

5. Se recuperd el sobrenadante y se precipito con 10 % del volumen
recuperado de acetato de sodio al 3 M y 2.5 volumenes, de la mezcla

anterior, de etanol absoluto a -20 °C.
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6. La mezcla se dejo precipitando toda la noche a 4 °C

7. La mezcla se centrifugo a 10 000 xg/20’/4°C. Desechando el sobrenadante

con pipeta

8. Las pastilla se enjuago con etanol frio al 70 % y finalmente. Nuevamente se
centrifugd a 10 000 xg/15’/4°C eliminando el sobrenadante. La pastilla se

dejo a secar a TA para eliminar el etanol.

Las pastillas obtenidas fueron directamente resuspendidas en la mezcla de
digestion utilizando enzimas de la arca Roche®: BamHI 10U, Xbal 10U, Buffer A
2uL, H20 16uL.

e Placas de medio LB agar para seleccion de bacmido.

1L LB agar adicionar 1.5% bactoagar
Esterilizar por autoclave y dejar enfriar. Cuando este aproximadamente a 20 °C
adicionar los antibidticos: tetraciclina, kanamicina y gentamicina todas a 10
mg/mL.
Vaciar en cajas petri desechables y dejar enfriar por completo.
Al momento de usar agregar IPTG y x-gal (4%).

e Buffer de rompimiento de células de insecto:
NaCl 150 mM, b-marcaptoeanol 5mM, Nonidet P40 1%, SDS 0.1%, Tris-HCI pH 8
50 mM.

e Rojo Neutro 0.03%
0.3 g de rojo neutro fueron disueltos en PBS 1X.

Al momento de uso esta solucion es diluida 1:10 en PBS estéril y la solucion final

es filtrada en un filtro de 0.2 um.
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Western blot utilizando extractos celulares de células de insecto y proteina

purificada.

1. De los extractos celulares se tomaron para un primer ensayo 10 uL y se
resolvieron en geles de poliacrilamida PAGE-SDS al 10% en condiciones
reductoras. Las muestras se incubaron 5 min a 100°C antes de correrlas en

el gel.

2. Los geles se corrieron hasta dejar salir el frente del mismo y posteriormente
se dieron dos lavados rapidos con buffer de transferencia (buffer de

electroforesis 1X y metanol al 20%).

3. Para la transferencia se utilizd6 membrana de nitrocelulosa 0.45 um y se

transfirieron en camara de electroforesis durante 2h a 180 mA.

4. Al terminar la transferencia nuevamente las membranas se lavaron dos

veces ahora con PBS-Tween 20 al 0.05 %.

5. El bloqueo de las membranas se llevo a cabo a temperatura ambiente
durante una hora incubandolas en leche al 5 % en PBS-Tween 20 al 0.05
%.

6. Al terminar el bloqueo las membranas se lavaron dos veces con PBS-
Tween 20 al 0.05%, cada lavado de 10 min. Posteriormente se dejaron
incubar toda la noche a 4°C con un anticuerpo monoclonal anti-histidina

(Roche, Alemania) diluido 1:5000 en leche descremada al 1%.

7. Después de la incubaciéon la membrana se lavo tres veces con PBS-Tween
20 al 0.05%, cada lavado de 10 min. Para revelar, la membrana fue

incubada con anti-IgG de raton diluido 1:3000 en leche al 1%.

8. La membrana fue lavada 4 veces con PBS-Tween 20 al 0.05%, cada lavado

de 15 min. y un lavado de PBS por el mismo tiempo.
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9. Para revelar se utilizé la técnica de quimiolumiciciencia utilizando luminol y
H>O.. En cuarto oscuro, a las membranas se les quito el PBS y se secaron
ligeramente en papel absorbente, después se incubaron 1 min con la
solucion de revelado (luminol 250 mM, acido Cumarico, 90 mM, Tris-HCI
1M, H20,0.018 %).

10.Al terminar nuevamente se secan con papel absorbente y se ponen en

contacto con la pelicula 15 seg. para que se lleve a cabo la exposicion.

A NE X O V. ELISA para determinar anticuerpos anti-proteina G del virus de
la rabia.

e Buffer carbonatos para sensibilizar placas de ELISA.
NaCos; 2.26 g; NaHCo3 0.91 g. Los reactivos se disuelven en 1 L de agua destilada

y desionizada y se ajusto el pH a 9.6.

e Buffer PBS
NaCl 8.0 g; KoHPO4 1.21 g; KH,PO,4 0.34 g. Los reactivos se disuelven en 1 L

de agua destilada y desionizada y se ajusto el pH 7.2

e Buffer PBS-Tween 20
NaCl 8.0 g; KoHPO4 1.21 g; KH2PO4 0.34 g; Tween 0.05%; se disuelvenen 1 L
y ajustara pH 7.2

e Buffer Fosfato-Citrato.
Fosfato de sodio dibasico 0.7296 g en 25.7 ml de agua destilada y desionizada;

acido citrico 0.51069g llevarlo a 24.3 ml de H,O se mezclan y se ajusta el pH 5.0

e Acido sulfurico

3.3ml H,SO4 concentrado diluidos en 16.7 ml agua destilada y desionizada.
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