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I. Resumen

La tecnologia de genes recombinantes para la expresion de antigenos es un método efectivo
para la inmunizacion de animales y humanos contra agentes virales. El desarrollo de
vacunas orales sugiere que los antigenos son procesados correctamente dentro de la planta
e inducen una respuesta inmune al ser consumidos. Los antigenos expresados en maiz (Zea
mays) son particularmente atractivos debido a que son depositados en tejidos y semillas de
la planta. Por tal motivo, el objetivo de este trabajo fue la expresion de la proteina E del
virus del Oeste del Nilo (VON) en callos embriogénicos de maiz. La secuencia codificadora
del gen E (TM171-03) fue incorporada en el plasmido pCambia 3301 (INIFAP-VON3301).
Para verificar la insercién del gen E se realiz6 un analisis con enzimas de restriccién Kpn |
y Nco I. Los resultados mostraron un producto de aproximadamente 1500 pb que
corresponden al tamafio esperado del gen E. Posteriormente callos embriogénicos de maiz
fueron bombardeados mediante biobalistica con el vector INIFAP-VON3301. La
identificacion del trangen E fue realizado por RT-PCR del ARN aislado de callos
transformados con la construccion INIFAP-VON3301 y pCambia3301, usando iniciadores
especificos previamente disefiados que amplificaban un producto de 700 pb. La expresion
de la proteina E fue identificada mediante Western blot en la proteina soluble total (PST)
obtenida de callos transformados positivamente. Los resultados demostraron la expresion
de una proteina de aproximadamente 68kDa. La proteina recombinante representé solo el

0.86% de la proteina soluble total.
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1. Summary

The technology of recombinant gene for the expression of antigens it is an effective method
for the immunization of animals and humans against viral pathogens. The developed oral
vaccines suggest that the antigens are correctly processed within the plant and induce an
immune response when swallowed. The antigens expressed in maize (Zea mays) are
particularly attractive because are deposited in plant tissues and seeds. Therefore, the aim
of this work was the expression of the protein E of West Nile virus (WNV) in embryogenic
calli of maize. The protein codifying sequence of the gene E (TM171-03) was incorporated
to the plasmid pCambia3301 (INIFAP-VON3301). To verify the insertion of the gene E an
analysis with enzymes of restriction Kpn | and Nco | was done. The results showed a
product of approximately 1500 pb that corresponded to the expected size for gene E. Later,
embriogenic calli were transformed by biobalistic bombardment, with the vector INIFAP-
VON3301. The identification of the transgene E was realised by RT-PCR from the RNA
isolated transformed calli with construction INIFAP-VON3301 and pCambia3301, using
previously designed specific initiators that amplified a product 700 pb. The expression of
the protein E was identified Western blot at the soluble proteins (PST) obtained form
transformed positive calli. The results demonstrated the expression of a protein of
approximately 68kDa. The recombinant protein represented only 0.86% of total soluble

protein.
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1l. Introduccidén

El virus del Oeste del Nilo (VON) presenta una amplia distribucion en los Estados Unidos
y suroeste de Canada (Estrada-Franco et al., 2003). En los EUA en el 2002, el VON fue
responsable de 6,300 casos de meningitis/encefalitis en humanos de los cuales 633 casos
fueron fatales (CDC, 2004; Beasley et al., 2005). Mediante evidencia seroldgica se sugiere
que podria estar ampliamente distribuido en México, (Blitvich et al., 2003; Estrada-Franco
et al., 2003, Lorofio-Pino et al., 2003), partes del Caribe (Dupuis AP, 2003, Komar et al.,
2003c); Quirin et al., 2004) y posiblemente el Salvador (Cruz et al., 2005).

Las primeras evidencias de la circulacion del virus del Oeste del Nilo en México, se
reportaron en el 2003 en los estados de Coahuila (Bitvich et al., 2003), Yucatan (Lorofio-
Pino et al., 2003), Tamaulipas, Chihuahua, Veracruz y Tabasco (Estrada et al., 2003;
Campomanes, 2008). El estudio del estado de Coahuila correspondio al analisis seroldgico
de 24 equinos procedentes de diferentes municipios, donde el 62.5% de las muestras
presentaron anticuerpos contra el VON, sin presentar antecedentes de vacunacion, ni
reporte de haber viajado fuera del estado (Bitvich et al., 2003). El estudio del estado de
Yucatan comprendio el andlisis de 252 muestras de sueros de caballos colectadas de julio a
octubre del 2002, donde el 1.2% de las muestras resultaron positivas (Lorofio-Pino et al.,
2003). Posteriormente se realizd un estudio con 441 muestras de suero de equinos
colectadas durante el verano del 2002 a marzo del 2003, procedentes de 14 estados de la
Republica Mexicana, que incluian estados colindantes con Texas, EUA. De las muestras
procesadas se encontraron 97 muestras (22%) con anticuerpos especificos contra el VON
procedentes de los estados de Tabasco, Coahuila, Tamaulipas, Chihuahua, Veracruz y
Yucatan, mientras que en los estados de Nuevo Leon y Tamaulipas en el 2003 se reporto
serologia positiva en aves (Estrada et al., 2003; Fernandez-Salas et al., 2003; Blitvich et al.,
2003; Campomanes, 2008). Hasta el 20 de agosto del 2003, fueron notificadas serologias
positivas del VON en 12 estados y 57 municipios. Durante este periodo se presentaron 636
casos confirmados en equinos, 25 casos positivos en aves de 23 especies, entre las que

predominan aves residentes (Campomanes, 2008).
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Hasta el 2003 se tenian reportados nueve aislamientos del VON en México, procedentes del
encéfalo de un equino en el municipio de Aldama, Tamaulipas; un zanate de Hermosillo,
Sonora, un pelicano en Altamira, Tamaulipas, seis aves migratorias de Mexicali. B.C. y dos
lagartos del estado de Tabasco. Para el 2004 se habian estudiado 758 muestras en equinos,
de las cuales el 19% fueron muestras positivas a VON en animales asintomaticos y 56
muestras en aves con el 3% de sueros positivos. En el 2004 se realizaron dos aislamientos
del virus, el primero de un zanate en el municipio de Etchojoa en el estado de Sonora y el
segundo de un cuervo en la cuidad de Tecate Baja California. El Laboratorio de Alta
Seguridad del Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad Agroalimentaria hasta
marzo del 2005 habia realizado un total de catorce aislamientos del VON en el territorio
nacional. El ultimo aislamiento viral fue realizado en el mes de marzo del 2007 a partir de

un zanate en el estado de Aguascalientes (Campomanes, 2008).

Actualmente existen dos vacunas disponibles en el mercado para equinos contra el VON, la
primera es de virus inactivado y se encuentra disponible en EUA (Fort Dogde®). En
México, la Productora Nacional de Bioldgicos Veterinarios (PRONABIVE) desarrollé una
vacuna con virus inactivado que al ser evaluada en caballos mostré buenos resultados de
proteccion. Uno de los inconvenientes de este tipo de inmundgenos es que al ser empleada
en nuestro pais, no se podria llevar a cabo una diferenciacion entre los animales que han
sido vacunados y los que pudieron haber adquirido la infeccion en el campo. Ademas,
aungue esta vacuna es segura, se requiere de varios refuerzos para otorgar proteccion
(Davidson et al., 2005; Loza-Rubio, 2008a).

Con los avances de la biotecnologia moderna actualmente se ensayan varios prototipos de
vacunas contra el VON que contemplan como antigenos protectores a la proteina de
premembrana (prM) y a la proteina E. La biotecnologia basada en plantas es un area
relativamente nueva para la obtencién de productos con alto valor farmacéutico como
vacunas, proteinas terapéuticas, enzimas y sustancias quimicas especificas. Las vacunas
orales muestran diversas caracteristicas de interés como son: una facil manipulacion

genética, el no requerir de rigurosa cadena fria y solamente manejar los genes responsables
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de promover la inmunidad humoral y celular, lo que podria permitir diferenciar entre

animales infectados y animales vacunados.

Uno de los principales objetivos de la transformacién genética del maiz ha sido la expresion
de antigenos de patdgenos de humanos y animales. Se ha demostrado que los granos son un
excelente sistema para el suministro de vacunas comestibles, ya que el antigeno puede
permanecer durante largos periodos de tiempo sin la necesidad de refrigerar,
considerandolo como un sistema de expresién idéneo para la produccion comercial de
proteinas que conservan su integridad estructural y actividad biologica. La
bioencapsulacidn natural de las proteinas recombinantes en los cereales podria incrementar
su vida media en el intestino y promover la presentacion del antigeno en la superficie
mucosal, estimulando el sistema inmunolégico e induciendo la produccion de anticuerpos
neutralizantes capaces de conferir proteccidn contra cepas letales (Guerrero Andrade et al.,
2006; Gémez-Nufez L, 2007).
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I11. Antecedentes

El virus del Oeste del Nilo, es miembro del género Flavivirus, pertenece al serocomplejo de la
encefalitis Japonesa (EJ) conformado por virus que causan infecciones en el sistema nervioso
central, tales como el virus de la encefalitis Japonesa en Asia; virus de la encefalitis de San Luis
en el continente Americano; virus Rocio en Brasil, Nueva Zelanda y Nueva Guinea; y el virus
Kunjin (reclasificado como subtipo del VON) en Australia (Scherret et al., 2001; Solomon,
2004). A mediados de los 90°s, el VON fue responsable de brotes esporadicos de enfermedad,
que presentaban signos como fiebre y ocasionalmente encefalitis, en Africa, Medio Oriente y el
Oeste de Asia. Sin embargo, desde 1996, la encefalitis del Oeste del Nilo en humanos ha sido
reportada frecuentemente en Europa, Medio Oriente, Rusia, Norte y Oeste de Africa (Marfin y
Gluber, 2001). En 1999, el VON emergi6 en la cuidad de Nueva York y areas adyacentes, donde
ocasiono la muerte de personas, aves y caballos (Gould y Fiking, 2004; Marfin y Gluber, 2001).
A partir de esta fecha se ha diseminado por todo los EUA y ha sido documentada la infeccion de
humanos, aves y caballos en Canada, el Caribe y América Central (CDC, 2004). El alto indice de
diseminacion del virus plantea un serio problema en salud publica y veterinaria en los siguientes
afios (Gould y Fiking, 2004), si se considera que para la poblacion humana no existe una vacuna

disponible que proteja a la poblacion en riesgo (Huang et al., 2005).

En Meéxico la primera evidencia serologica del VON en caballos fue detectada en el 2002 en los
estados fronterizos con Texas, EUA y la costa del Golfo de México. Aln no se ha determinado
como el virus se introdujo en el continente Americano, aunque se sospecha que las aves
migratorias fueron los principales huéspedes introductorios (Boletin epidemioldgico, 2000; Loeb
et al., 2005; Deardorff et al., 2006). Las evidencias seroldgicas reportadas por Lorofio-Pino et al.,
(2003) sugieren que este podria ser el punto de incursion del VON hacia Latinoamérica, debido a
que el estado de Yucatan es una de las principales areas a las que arriban muchas de las especies
de aves migratorias del noreste y oeste de los EUA. Sin embargo, mediante el analisis
filogenético se observa que el aislamiento realizado en Tabasco (TM-171-03) durante el 2003
presenta caracteristicas filogenéticamente distintas a los otros aislamientos realizados en México
y ademas se encuentra cercanamente relacionado con las cepas que circulaban en Lousiana y
Florida en el 2001 a 2002. Los aislamientos obtenidos de Baja California, Sonora y Tamaulipas, a

diferencia de la cepa TM-171-03, mostraron una mayor relacion filogenética, y aparentemente se
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encuentran relacionados con cepas que circulan en Arizona y California (Deardorff et al., 2006;
Cuevas-Romero, 2008). En base a los resultados se sugiere que la introduccion del VON a
México, pudiera haber sido por dos rutas independientes y que la cepa identificada en el estado
de Tabasco, presenta una distribucion limitada en la zona sur de la republica Mexicana
(Deardorff et al., 2006).

El primer aislamiento del VON en aves fue reportado en el 2003 de un cuervo (Corvus corax) en
el estado de Tabasco (TM-171-03) (Estrada-Franco et al., 2003). Beasley et al., 2004
establecieron que existe una divergencia de 46 nucleotidos (0.42%) y 4 aminodcidos (0.11%)
entre la cepa del VON (TM.171-03) con respecto a la cepa prototipo (NY99) aislada
originalmente en Nueva York. En base a este estudio se sugiere la presencia de una nueva
variante en México, donde el aislamiento TM-171-03, presenta una mutacién en el segmento 156
de la proteina E, que aparentemente ocasiona una atenuacion de la cepa al ser evaluada en ratones
(Beasley et al., 2004).

Posteriormente, en marzo y abril del 2006, se han reportado serologias positivas en humanos,
caballos y otros mamiferos, asi como en réptiles y aves (Estrada-Franco et al., 2003; Elizondo-
Quiroga et al., 2005; Farfan-Ale et al., 2006; Deardorff et al., 2006, Alonso-Padilla et al., 2009).
Estudios previos indican que la expansion e infectividad del VON ha sido muy diferente en
México al comportamiento observado en los EUA, debido a que no se han presentado casos de
enfermedad en humanos, donde hasta febrero del 2006, se estudiaron 182 casos de

meningoencefalitis y todas han resultado negativas al VON.

Una de las posibles explicaciones que el grupo de expertos en Vectores en la Secretaria de Salud
ha planteado es que: “El panorama actual del VON en México, pudiera ser la etapa previa a la
aparicion de brotes y que el virus se este adaptando a la ecologia de los diferentes escenarios del
pais. La segunda explicacién se relaciona a que en México, existe una serologia cruzada, con
otros virus de la misma familia, como es el virus del Dengue que se encuentra ampliamente
distribuido (Comité Intersectorial, 2003; Campomanes 2008). Por lo tanto, la vigilancia

epidemioldgica resulta indispensable para valorar la expansion viral, elucidar las diferencias
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epidemioldgicas y patogénicas observadas en los Estados Unidos y el resto del mundo (Blitvich
et al., 2003; Lorofio-Pifio et al., 2003, Blitvich BJ, 2008; Alonso-Padilla et al., 2009).

Alonso-Padilla y colaboradores en el 2009 realizaron un estudio de seroprevalencia en equinos
asintomaticos no vacunados, en los estados de Chiapas y Puebla, identificando la presencia de
IgG’s en el 31.6% (91/288) del total de sueros muestreados, presentando una distribucion del
53.3% y 8.0%, respectivamente. Los resultados obtenidos fueron corroborados mediante la
técnica de seroneutralizacion en placa, los cuales mostraron una especificidad del 99.4% y una
sensibilidad de 84.9% con los datos obtenidos por ELISA. La incidencia de otros flavivirus (virus
del Oeste del Nilo, virus de la Encefalitis de San Luis y virus llheus) fueron detectados mediante
la prueba de inhibicion de la hemaglutinacion (IH) en 138 muestras, los resultados mostraron que
el 53% de las 83 muestras positivas (IH), tuvo reaccion especifica para el VON. Segln los
autores estos datos sugieren una expansion continua del VON a través de México.

3.1 Clasificacidén taxonomica

La familia Flaviviridae consiste de tres generos: Flavivirus, Pestivirus y Hepacivirus, los cuales
se encuentran distantemente relacionados, pero comparten genes similares y motivos conservados
en sus proteinas no estructurales. Actualmente 70 virus clasificados en el género Flavivirus se
encuentran subdivididos en doce serogrupos antigénicos. EI VON pertenece al serogrupo del
virus de la encefalitis Japonesa (EJ), que ademas incluyen a otros virus como Cacipacore,
Koutango, encefalitis de Valley Murray, encefalitis de San Luis, Usuto y Yaounde (Poidinger,
1996; Heinz et al., 2000a). Basandose en la homologia de sus secuencias nucleotidicas, el virus
Kunjin endémico de Australia y Asia, actualmente se considera un subtipo del VON (Heinz et al.,
2000a, Scherret et al., 2001). Los diferentes aislamientos virales del VON han sido agrupados por
tiempo y espacio dentro de dos linajes genéticos (I y Il) con base en las substituciones de
aminoacidos en su secuencia o las deleciones en su proteina de envoltura (Berthet et al., 1997). El
lingje I incluye aquellas cepas que han causado brotes de encefalitis en humanos, caballos y aves.
En contraste, las cepas del linaje Il incluyen cepas de Africa del Sur, Africa Central, la cepa
prototipo de Uganda aislada en 1937 que no han sido asociados con brotes de enfermedad severa
en dichas especies (Jia et al., 1999; Lanciotti et al., 1999; Brinton, 2002).
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3.1.1 Estructura gendmica

El VON presenta un genoma ARN de cadena sencilla y polaridad positiva (ARN sentido). Una
estructura cap tipo 1 (m’GpppAmp) se encuentra presente en el extremo 5 del ARN (Cleaves y
Dubin, 1979), pero en su extremo 3" presenta un CUqy (Brinton, 1986; Wengler, 1991). La region
5" no codificante (RNC) del genoma de ARN es de 96 nucledtidos de longitud, mientras que la
RNC 3" es de 631 nucleotidos. EI genoma del VON presenta una longitud de 11,029 nucle6tidos
y contiene un solo marco de lectura abierto (ORF) de 10,301 nucleétidos (Lanciotti et al., 1999).
La maduracion de las diez proteinas virales codificada en este ORF es producida por el
procesamiento proteolitico de una sola poliproteina por la accion de la proteinserina viral NS2B-
NS3 y otras proteasas celulares (Nowak, 1989; Lindenbach y Rice, 2001) (Figura 1). Las tres
proteinas estructurales, capside (C), membrana (prM/M) y de envoltura (E) son codificadas entre
la porciéon 5°del ORF gendmico, mientras que las siete proteinas no estructurales (NS1, NS2A,
NS3, NS4A, NS4B y NS5) son codificadas por la porcion 3" (Rice et al., 1985; Brinton, 2002).

regién UIR = w ;; m.jﬂ UTR regién
's f P PR

Proteina Posicion

proM

1 0 [ [aT-465]

i pr [486-741)
7] [T42.988)
E (D67-2469)
N5 [24T0-3525)
HEZA  [1526-4218)
HSZE  [4219-4611)
HS3 [4612-6465)

HS4A (6469-E915)
N5 (69 16-TEED)
WSS [TE21-10095)

Figura 1. Estructura genémica del virus del Oeste del Nilo. EI marco de lectura abierto codifica
una poliproteina que es procesada por la proteasa viral NS2B-NS3 y por algunas proteasas
celulares, para dar como resultado la maduracion de las proteinas virales. Ademas, se muestra las
posiciones de cada una de las proteinas virales en el genoma obtenidas a partir del genoma de la
cepa EG101 del VON (Brinton, 2002).
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3.1.2 Morfologia y composicion del virion

Los viriones del VON son pequefios (aproximadamente 50 nm de diametro), esféricos y
envueltos. La nucleocapside tiene aproximadamente 25 nm de diametro y estd compuesta de
copias multiples de la proteina C. La envoltura y la capside del virion presentan una estructura
icosahédrica simétrica (Heinz et al., 2000a). Algunos estudios indican que la simetria del virus es
conferida en la particula viral por las interacciones de la proteina E, y no por las interacciones de
la proteina de la capside (Pletnev et al., 2001; Kuhn et al., 2002). Muckopadhyay et al., (2003)
determinaron la estructura de la cepa del VON responsable del brote en Nueva York (NY99),
empleando microscopia crioelectrénica (cryoEM) y técnicas de reconstruccion de imagen. A una
resolucion de 17 A el VON present6 una simetria icosahédrica de 500 A aproximadamente, sin
proyecciones en la superficie u espigas (Figura 2A). Una vista transversal del virus muestra la
asociacion de capas concéntricas, indicando la organizacion del virus en multicapas (Figura 2B).
La capa mas externa contiene una alta densidad que corresponde a las proteinas
transmembranales E y M. Una capa lipidica de 35 a 40 A aparece con los componentes
transmembranales de las proteinas E y M, por otra parte la nucleocapside contiene copias
multiples de la proteina de la capside y del genoma de ARN. La proteina de superficie E es la
responsable de unirse al receptor membranal de la célula hospedera y de inducir la produccién de
anticuerpos neutralizantes. Aunque la estructura atomica de la proteina E del VON es poco
conocida, los ectodominios estan estrechamente relacionados con otras proteinas membranales
como la proteina E del virus del dengue. La molécula estd ordenada como un homodimero que en
cada mondmero presenta tres dominios (I, 11, 111). Basandose en la similitud de la proteina E del
VON vy del virus del dengue (49% identidad), se construydé un modelo para la proteina E del
VON mediante Cryo-EM utilizando el programa EMFit (Figura 2C) (Beasley, 2002). Una serie
de tres dimeros se encuentran alineados uno detras de otro, el cual forma un caparazon de
proteinas alrededor de la capa lipidica. Una amplia proporcion de la proteina E en la superficie
puede ser neutralizada por anticuerpos monoclonales (Beasley, 2002). El arreglo de la proteina E
del VON es similar a la del virus del dengue (Kunh et al., 2002); sin embargo, caracteristicas
para cada uno de los virus han sido observadas a diferentes densidades (Figura 2D). La densidad
positiva indica las diferencias en los residuos de glicosilacion 67 y 153 para el virus del dengue.

Por otra parte, la densidad negativa corresponde al residuo 154 para el virus del Oeste del Nilo.
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Probablemente estas diferencias en su estructura contribuyen a la transmision y patogénesis para

cada uno de los agentes virales (Muckopadhyay et al., 2003).

Figura 2. Estructura del Virus del Oeste del Nilo determinada por cryo-EM a 17 A. (A) Una
vista superficial del virus con una unidad asimétrica del icosahedro mostrado por el triangulo. (B)
Seccion central mostrando las capas concéntricas por densidad. (C) El arreglo de la proteina E
homologa del VON. Los residuos 307 y 330 que unen a los anticuerpos monoclonales, se
demuestran en verde. El residuo Asn™ que esta glicosilado se muestra en color rojo. (D)
Densidad diferencial entre el virus del dengue y el VON a 248 A La densidad positiva del virus
del dengue se muestra en negro y la densidad negativa del VON se muestra en blanco. Los
esquemas de tres homodimeros de E son indicados por las lineas azules (Muckopadhyay et al.,
2003).

3.1.3 Ciclo de replicacion

El virus del Oeste del Nilo se ha replicado en células embriogénicas de pollo, pato y raton, en
lineas celulares continuas de mono, humano, cerdo, roedores, anfibios e insectos, sin observar la
presencia de efectos citopaticos (Brinton, 2002). La identificacion de dos glicoproteinas como
receptores probables del virus del dengue 4 sugiere que las moléculas de superficie de las células
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hospederas son necesarias para la entrada de flavivirus (Salas-Benito y del Angel, 1997). Después
de la union a un receptor celular desconocido, los viriones entran a la célula mediante endocitosis
y a un pH bajo se fusiona la membrana viral con la membrana de la vesicula endosomal,
liberando a la nucleocéapside dentro del citoplasma (Heinz y Allison, 2000a) (Figura 3A). El
genoma de ARN es liberado y traducido en una poliproteina simple (Figura 3B). La proteinserina
NS2B-NS3 y varias proteasas celulares cortan la poliproteina en sitios multiples para generar
proteinas virales maduras (Figura 3C). La ARN polimerasa viral ARN dependiente NS5 en
conjunto con otras proteinas virales no estructurales y posiblemente proteinas celulares, copian la
cadena complementaria del molde de ARN gendémico (Figura 3D), y esta cadena de ARN en
turno sirve como molde para la sintesis de nuevos ARNs (Figura 3E). La sintesis de ARN es
semiconservativa y asimétrica. Chu y Westaway (1985) sugirieron que solamente una cadena
simple de ARN se copia en cierto tiempo determinado (forma replicativa RF), mientras que las
cadenas se reinician eficientemente para que nuevas cadenas sean copiadas de una cadena simple
utilizada como molde de replicacion intermedia RI. Una vez establecida la cadena de ARN viral,
la sintesis puede continuar en ausencia de sintesis de proteinas, indicando que el precursor de la
poliproteina viral no es requerido (Cleaves, 1981; Chu y Westaway, 1985; Westaway, 1999). Los
nuevos genomas de ARN podrian funcionar como molde para la traduccion y transcripcion, asi
como para la produccion de sustratos de encapsidacion. Datos obtenidos con un replicon del virus
Kunjin sugieren gue la traduccidn es un requisito previo para la replicacion de nuevos ARNs
(Khromykh et al., 1999), y que la replicacion es indispensable para la encapsidacion (Khromykh
et al., 2001). Al comienzo del ciclo de replicacion, nuevos genomas de ARN podrian alternarse
entre la replicacion y la traduccion porgue hasta ese momento no se ha acumulado una suficiente
cantidad de proteinas estructurales. ElI ensamblaje del virion ocurre en asociacion con la
membrana del reticulo endoplasmico rugoso. Los viriones intracelulares inmaduros, que
contienen heterodimeros de E y prM (precursor de M), son acumulados en vesiculas y a través de
la via secretora del hospedero (Figuras 3F y 3G), donde los glicanos de E y prM son modificados
(Wengler, 1989; Heinz et al., 1994) (Figura 3H). La glicosilacion y la porcion hidrofilica N-
terminal de prM es partida en el aparato de Golgi por las proteasas celulares (Stadler et al., 1997).
La porcién carboxilo-terminal (M) permanece insertada en la envoltura del viribn maduro y

contiene un ectodominio corto y dos dominios de membrana (Murray, 1993).
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La interaccion prM-E podria mantener a la proteina E estable y liberar nuevos viriones. Los
viriones son transportados a la membrana plasmatica en vesiculas y son liberados por exocitosis
(Mason, 1989; Nowak, 1989) (Figura 3I). La progenie es liberada después de 10 a 12 horas de la
infeccidn y los titulos extracelulares no son observados antes de las 24 horas (Brinton, 2002a).

Figura 3. Ciclo de replicacion del Virus del Oeste del Nilo. A. Unién y entrada del virion. B.
Traduccion del ARN virico. C. Proceso proteolitico de la poliproteina. D. Sintesis del ARN
virico. E. Sintesis de nuevos ARNSs. F. Transporte de proteinas estructurales a las vesiculas de la
membrana citoplasmética. G. Encapsidacion de los nuevos ARNs. H. Movimiento de viriones a
la superficie de las células. I. Liberacion de las nuevas particulas virales. SHA Hemaglutinina de

sedimentacion (particula subviral que se libera en algunas ocasiones) (Brinton, 2002).

3.1.4 Proteinas virales

El ARN del VON es un s6lo marco de lectura que codifica para 10 proteinas, tres estructurales
(Proteina de Capside, Premembrana-membrana y Proteina de envoltura) y siete no estructurales
(NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5). EI marco de lectura esta flanqueado por
regiones no codificantes que contienen estructuras secundarias que juegan un papel importante en

la replicacion viral (Beasley, 2005).
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La proteina de la capside pC se ha encontrado en dos formas. La proteina se corta en la region C-

terminal en su parte hidrofobica y la parte residual se designa como proteina de anclaje a la

membrana (Cancn). El corte subsecuente de este tallo hidrofobico por la proteasa viral, resulta en

una proteina madura asociada al virion (Cyi, que es integrada a la membrana del reticulo

endoplasmico. Las regiones terminales -C y -N, se anclan al genoma viral (Khromykh, 1998).

Por otra parte, la proteina de premembrana prM, forma un dimero con la proteina de envoltura
PE. Esta proteina es esencial para el correcto plegamiento de la proteina E, lo que sugiere que
prM tiene una funcion de chaperona. Estas proteinas originan la produccidon de particulas

subvirales (Beasley, 2005).

La proteina de envoltura pE juega un papel importante en la fusion a la membrana. Es el principal
antigeno y promotor de anticuerpos neutralizantes de virus. Contiene doce residuos de cisteina
muy conservados, asi como tres sitios de glicosilacion; se ha mostrado que la proteina puede
formar dimeros, cada monomero comprende tres distintos dominios estructurales. EI dominio 111
es la region principal al receptor y el sitio de reconocimiento de anticuerpos, la antigenicidad y el
tropismo del virus también se relacionan con esta region (Rey et al., 1995; Roehring, 2003;
Beasley, 2005). En estudios realizados utilizando anticuerpos monoclonales, se observo que este
epitopo no esta conservado en todas las cepas del virus, aunque la discriminacion no fue entre
cepas que pertenecen a diferentes linajes genéticos. Por otra parte la exposicién a pH acidos
induce cambios dramaéticos conformacionales en la proteina E que son acompafiadas por la
transicion de las formas diméricas a triméricas y esta trimerizacion es la que permite la fusion

con la membrana (Bressanelli et al., 2004).

En cuanto a las proteinas no estructurales, estas juegan un papel importante tanto en la
replicacion viral como en la interaccion con las proteinas de la célula hospedera. Ademas de que
parecen funcionar como antagonistas del interferon. La proteina NS1 es glicosilada y existe tanto
la forma dimérica como hexamérica en las células infectadas. Las mutaciones afectan la
glicosilacion, el procesamiento y transporte de la proteina. Su asociacion con el ARN viral y el

efecto de las mutaciones sugieren un papel importante en los eventos de la replicacion temprana.
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Por otra parte, la proteina NS3 es relevante en la replicacion viral codificando para la proteasa
viral. Estudios estructurales y mutacionales han identificado el sitio activo de la proteasa
haciéndolo un buen blanco para la terapia antiviral. Las otras cuatro proteinas no estructurales
(NS2A, NS2B, NS4A, NS4B) son pequefias proteinas hidrofdbicas, que estan involucradas en la
replicacion viral. Las proteinas NS3 y NS5 también estan relacionadas con la replicacion viral y
se ha visto que se unen especificamente al extremo 3’ no codificante del ARN gendmico (Jones
et al., 2005).

3.1.5 Ciclo de transmisién

La conexién de los ciclos de transmision local del VON en areas tropicales del Sureste y areas
templadas del Norte sugiere ser mediante aves migratorias. Las aves tropicales y las comunidades
de mosquitos podrian mantener permanentemente los ciclos de transmision local. Sin embargo, se
contempla que las migraciones podrian transportar el virus hacia el norte, areas templadas y
proveer la posibilidad de la aparicion de brotes esporadicos de la enfermedad (Rappole et al.,
2000).

Si se contempla que la diseminacién del VON podria ser mediante aves migratorias, se vuelve
indispensable el comprender las rutas migratorias, para anticipar la dinamica espacial de la
enfermedad. Las rutas de las aves migratorias son claras; aves del este de los Estados Unidos
migran en gran parte hacia el Caribe, Sudamérica y a Mesoameérica. En contraste, aves del Oeste
de los Estados Unidos generalmente migran al sur, entre ellos México y Centroamérica (Townsed
et al., 2004).

El principal ciclo de transmision para el VON involucra a los mosquitos ornitofilicos como
vectores, y a las aves como hospederos. Entre las aves se incluyen 25 especies de nueve ordenes
que se han visto afectadas. En general, las especies del orden de los Passeriformes parecen
representar el principal reservorio para la transmision del VON, aunque otros ordenes podrian
contribuir. Los modos alternativos de transmision, incluyen la transmision vertical y contacto
directo entre hospederos vertebrados en la ausencia de vectores artropodos. La segunda categoria

podria incluir la transmision sexual, fecal-oral, oral y aerosoles (Kuno et al., 2001) (Figura 4).
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La transmision vertical para el VON ha sido reportada tanto para vertebrados como para
invertebrados. En el 2002 se report6 un caso de infeccion por el VON en un infante; la infeccion
fue atribuida a la transmision transplacentaria que ocurrié subsecuentemente a la del mosquito
vector (CDC, 2002). El infante nacid con dafio cerebral aproximadamente once semanas después,
detectando la presencia de IgM’s en sangre y siendo positivo el tejido placentario para el ARN
viral. La transmision vertical en vertebrados no humanos hasta el momento no ha sido
documentada. Sin embargo, se notificd la persistencia de bajos niveles de infeccién en el ovario
en un estornino once dias después de haber terminado la tasa detectable de viremia; la pregunta
que surge entonces: es si la transmision transovérica en aves es posible (Komar et al., 2003b). La
transmision transplacentaria en ratones (Mathur et al., 1982), cerdos (Burns et al., 1950), y
humanos (Chaturvedi et al., 1980) ha sido reportada para otros flavivirus como la Encefalitis
Japonesa (Komar, 2003a).
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Figura 4. Ciclo primario del Virus del Oeste del Nilo en Aves (Komar, 2003a).
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Varios ciclos alternativos, han sido documentados y servido como argumento de la complejidad
del ciclo de transmision. El potencial de un ciclo ave-garrapata-ave ha sido demostrado en
Europa (Hubalek y Halouzka, 1996). EI VON ha sido aislado de dos tipos de garrapata Argasidae
y Amblyommine. Bajo condiciones experimentales, las garrapatas del género Argas,
Ornithodoros y Dermacenter han demostrado su capacidad de transmision del VON a aves,
aunque las pruebas realizadas como vector competente fueron negativas (Anderson et al., 2003)
(Figura 5).

Otros posibles vectores del VON podrian incluir a las moscas Icosta americana (Orden: Diptera,
Familia: Hippoboscidae) de las cuales el VON ha sido aislado en Norteamérica (Komar, 2003a;
Gancz et al., 2004). Muchas especies de mosquitos podrian ser capaces de transmitir el VON de
manera vertical. Estudios experimentales han demostrado bajas tasas de transmision vertical en
Aedes albopictus, Aedes Aegypti, Culex tritaeniorhynchus y Culex pipiens. La transmision
transovarica se presume que puede ser la causa de la persistencia del virus durante el invierno en

el género Culex spp. y la hembra mosquito Cx. univittatus (Komar, 2003a).
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Figura 5. Ciclos de transmision del virus del Oeste del Nilo (Peterson et al., 2004).
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3.2 Hospederos Invertebrados (Vectores)

Actualmente la infeccion por el VON ha sido documentada en una gran variedad de especies de
mosquitos incluidas 43 especies en Europa (Hubalek y Halouzka, 1999). En el hemisferio oeste
docenas de especies de mosquitos han sido reportadas como acarreadoras del virus (Andreadis et
al., 2001). El género Culex aparece como el vector dominante en el mantenimiento de los ciclos
de transmisidn local. Otros géneros, sin embargo, podrian ser muy importantes en otras regiones
geogréaficas demostrando ser vectores competentes para la transmision del VON (Komar, 2003a)
(Tabla 1).

Tabla 1. Vectores competentes para el virus del Oeste del Nilo

TASA DE TASA DE
ESPECIES # | INFECCION?® | TRANSMISIONP

Cx. erythrothorax 25 100 64
Cx. Nigripalpus 127 84 10
Cx. Pipiens 209 84 25
Cx. Quinquefasciatus | 236 63 30
Cx. Salinarius 20 95 35
Cx. Stigmatosoma 48 7 19
Cx. Tarsalis 91 81 62
Ochleratus dorsalis 29 41 34
0. japonicus 119 76 71
O. melanimon 60 48 20
O. sierrensis 50 14 6
O. taeniorhynchus 75 12

Aedes albopictus 241 81 66
A. sollicitans 50 70 12
A. vexans 35 37 17
Culliseta inornata 28 75 21

Porcentaje de mosquitos expuestos previo a la infeccion
® Porcentaje estimado de mosquitos vectores competentes
(Goddard et al., 2002).
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El Centro de Control de Enfermedades (CDC) de los Estados Unidos de América ha enlistado 22
especies diferentes de vectores que incluyeron, hasta diciembre del 2001: Aedes albopictus, A.
cinereus, A. vexans, Anopheles punctipennis, A. quadrimaculatus, Coquillettidia perturbans,
Culex pipiens, C. restuans, C. nigripalpus, C. quinquefasciatus, C. salinarius, Culiseta melanura,
Ochlerotatus canadensis, O. cantator, O. japonicus, O. sollicitans, O. trivittatus, Orthopodomyia
signifera, Psorophora columbiae y Uranotaenia sapphirina (Notese que las especies del género

Ochlerotatus eran previamente clasificadas como Aedes) (CDC, 2002).

Existen vectores denominados primarios, los cuales se alimentan preferentemente de aves,
particularmente de especies que desarrollan elevados niveles de viremia. Si las condiciones son
las apropiadas para la reproduccion y alimentacion del vector (factores ambientales, densidad de
poblacion, tasa de infeccion), una infeccion epizo6tica podria ocurrir en la poblacién de aves.
Por otro lado, existen vectores denominados de puente, los cuales presentan una alimentacion
mas general, es decir, que se alimentan de un mayor nimero de especies, y aunque no sean
vectores de amplificacion muy eficientes debido a que no presentan niveles elevados de viremia,
los cuales representan un gran riesgo para la infeccion en humanos y equinos, dado que estos
vectores pueden infectarse cuando se alimentan de una ave infectada y transmitir el virus a un

mamifero susceptible (Hayes et al., 2005b).

En Europa ha sido documentada una gran variedad de especies de mosquitos como vectores de la
infeccion para el VON. Se han reportado 43 especies de mosquitos, incluyendo como vectores
principales a mosquitos del género Cx. Pipiens, Cx. modestus y Coquillettidia richardi (Hubalek
y Halouzka, 1999). En Asia, Cx. quinguefasciatus, Cx. tritaeniorhynchus y Cx. visniu (Delgado-
Lopez et al., 2003). La abundancia del vector esta directamente relacionada con la intensidad de
la transmision del VON. Por otra parte, se ha informado de la transmision del virus por vias no
relacionadas con vectores, como son: la transfusion sanguinea, donacion de organos, infeccion

durante el embarazo o alimentacion y la exposicion ocupacional al virus (Hayes et al., 2005b).

19|Pagina



3.3 Hospederos vertebrados (reservorios)

El VON presenta un amplio rango de hospederos que podrian ser infectados. EI CDC ha
reportado la infeccion del virus en 29 especies de mamiferos, entre ellas: la ardilla del Este
(Tamias estriatus), zorrillos (Mephitis mephitis), zorra (Scirius niger), ardilla gris (Scirus
carolinensis), lobo gris (Canis lupus), oveja (Ovis domesticus), cabra (Oreamnos americanus),
gran murciélago café (Eptesicus fuscus), focas (Oryctolagus cunniculus), gato doméstico (Felis
domesticus) y el perro (Canis familiaris). Otros vertebrados podrian ademas iniciar una funcion
como amplificadores. En Rusia, el VON fue aislado de ranas (Rana ridibunda) que
subsecuentemente se demostrd que era hospedero competente para la infeccion de mosquitos
(Culex pipiens). Investigaciones recientes han mostrado que serpientes (Thamnophis sirtalis),
iguana verde (Iguana iguana) y la rana toro (Rana catesbeiana) son reservorios incompetentes
(Klenk y Komar, 2003) (Figura 6).
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Figura 6. Hospederos vertebrados para el virus del Oeste del Nilo
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3.3.1 Patogenia

El VON se replica en las celulas dendriticas del sitio de inoculacion y se disemina a los nddulos
linfaticos y medula. La penetracion viral al sistema nervioso central antecede a la estimulacion de
los receptores tipo toll-3 en las células dendriticas y se incrementan los niveles del factor de
necrosis tumoral-a (TNFa). El virus infecta directamente a las neuronas, especialmente las
células de la materia gris y de la médula espinal. En algunos casos el dafio tisular se ha asociado a
la respuesta inmune, lo cual contribuye a los cambios patoldgicos. Por otra parte las infecciones
no fatales del virus parecen ser neutralizadas por el sistema inmune del hospedero, sin embargo;

el virus puede persistir en algunos vertebrados (Hayes et al., 2005c; Hayes y Gubler, 2005a).

Un elevado porcentaje de las infecciones en humanos son asintomaticas, y en los casos clinicos
se pueden presentar fiebre, sintomas gastrointestinales, encefalitis e incluso paralisis. Los signos
clinicos no neuroldgicos son raros e incluyen hepatitis, pancreatitis, miocarditis, orquitis,
manifestaciones oculares como corioretinitis. La infeccidn del tallo cerebral asi como del cordén
espinal, puede causar paralisis muscular, paralisis diafragmatica y paralisis intercostal, dando

como resultado falla respiratoria (Hayes et al., 2005c).

El periodo febril asociado a la infeccion puede durar varios dias hasta meses; mientras que las
manifestaciones neurologicas pueden estar presentes por meses 0 afios. En el caso especifico de
infecciones en humanos, la forma neuroinvasiva de la enfermedad representa un 9%. En el caso
de los equinos, tienen mayor posibilidad de desarrollarla, sin conocer la causa a la que se deba
esta mayor susceptibilidad. Los signos que se presentan en caballos con encefalitis son debilidad,
ataxia, incremento en la temperatura corporal, movimientos anormales, anorexia, el rechinar de

los dientes y finalmente la postracion y muerte (Hayes et al., 2005c¢).
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3.3.2 Descripcion Clinica

a) Humanos

La infeccion del VON en humanos causa manifestaciones subclinicas hasta la muerte. Las
infecciones clinicas presentan una duracién de 2-21 dias después de la infeccion. Los casos sin
manifestaciones neuroldgicas generalmente no requieren hospitalizacion, y son llamados Fiebre
del Oeste del Nilo (FON), mientras que los neurolégicos comdnmente comprenden
meningoencefalitis, por lo que han sido llamados Meningoencefalitis del Oeste del Nilo (MON)
(Petersen, y Marfin, 2004).

Asnis et al., (2000) publicaron las observaciones en ocho pacientes con meningoencefalitis
evaluados durante el brote de la ciudad de Nueva York en 1999. El cuadro clinico en este grupo
fue similar al encontrado en Europa y el Medio Oriente. Los sintomas presentados fueron fiebre,
sintomas gastrointestinales y cambio en el estado mental; la mitad de los pacientes presento dolor
de cabeza y debilidad muscular severa. Las manifestaciones clinicas en comun fueron malestar
general, fatiga, sintomas gastrointestinales, tremor, dolor abdominal, cambios sensorio-focales,
faringitis, conjuntivitis, ataques y linfadenopatia. Causando hipertension, diabetes mellitus y

enfermedad de la arteria coronaria como problemas médicos secundarios (Komar, 2003a).

b) Equinos

La infeccion por el VON en caballos y otros equinos domésticos se clasifican desde
asintomaticos hasta encefalitis fatal. Una alta proporcion de caballos infectados desarrollan
encefalitis comparados con los humanos. Estudios experimentales sugieren que cerca del 10% de
los caballos infectados desarrollan la enfermedad clinica (Bunning et al., 2002). En caballos
naturalmente infectados, la infecciobn del VON tipicamente causa cambios de actitud
(somnolencia, apatia, aprehension, depresion, o hiperexcitabilidad) y signos neuroldgicos como
paresis y pardlisis. Las lesiones histologicas se observan en el tallo cerebral y materia gris
(Komar, 2003a). Sin embargo, la vigilancia epidemioldgica en los equinos en el continente
Americano requiere del diagndstico diferencial para otras encefalitis equinas encontradas en esta
region, tales como Encefalitis Equina Venezolana, virus de la Encefalitis Equina del Este y Oeste,
virus de la Encefalitis de San Luis y virus de la rabia (Ferndndez-Salas et al., 2003).
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c) Aves

La mortalidad atribuida a la infeccion del VON en Norte América ha sido reportada en 198
especies desde el 2002. Algunas especies de aves, especialmente los cérvidos son altamente
susceptibles. Generalmente los signos de infeccion incluyen letargia, recumbencia y en algunos
casos, hemorragia (Komar et al., 2003b). Swayne et al., (2002) documentaron la postura anormal

en un ganso domeéstico (Anser anser domesticus).

A causa de los indices de infeccion natural en aves durante epizootias, la enfermedad en aves
seropositivas podria ser dificil atribuirla a una infeccion por VON. Esto es particularmente un
problema en aves cautivas en zooldgicos y centros de rehabilitacién en vida libre. En Norte
América, mediante estudios histopatoldgicos se ha descrito la patogénesis natural, de la infeccion
aguda del VON en aves de 14 especies, representada por ocho ordenes, y la infeccion
experimental en gansos. La hemorragia cerebral, esplenomegalia, meningoencefalitis y
miocarditis fueron las lesiones prominentes encontradas. Las células de Purkinge fueron
particularmente el blanco de infeccion, excepto en corvidos. La causa de la muerte en muchas de

estas aves fue probablemente por el deterioro maltiple de los 6rganos (Komar et al., 2003b).

d) Otros vertebrados

Las manifestaciones clinicas causadas por el VON en otros vertebrados permanecen
desconocidas, asi como en réptiles, anfibios y otros mamiferos. En Norte América, caimanes
cautivos han muerto por la infeccion del VON. Infecciones fatales han sido reportadas de manera
informal desde el 2002 en aproximadamente 20 especies de mamiferos ademas de caballos y
humanos (Komar et al., 2003b).

3.4 Vacunas para la prevencion del virus del Oeste del Nilo

3.4.1Vacunas de virus inactivado

La vacunacion con virus inactivados o modificados ha sido un mecanismo efectivo para la
prevencién de infecciones causadas por flavivirus en humanos y animales domésticos (Hoke et
al., 1988; Xin, 1988). Actualmente existen dos vacunas disponibles en el mercado para equinos
contra el VON; la primera es de virus inactivado y se encuentra disponible en EUA para utilizarla

en caballos (Fort Dogde®). La proteccion de la vacuna fue del 94% en los animales vacunados
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ante un desafio por via parenteral con el virus del Oeste del Nilo. En México, la Productora
Nacional de Bioldgicos Veterinarios (PRONABIVE) desarroll6 una vacuna con virus inactivado
que al ser evaluada en caballos mostré buenos resultados de proteccion, pero requiere de varios

refuerzos para otorgar proteccion (Davidson et al., 2005).

Minke et al., (2004) desarrollaron un canaripox (vCP2017) expresando los genes prM/E de la
cepa aislada NY99 de VON. La capacidad protectora del vCP2017 fue probada en equinos
vacunados a través de la picadura de mosquitos infectados. La vacuna indujo anticuerpos
neutralizantes y confirié inmunidad por un afio en los caballos. Posteriormente esta vacuna fue

aprobada por la USDA para ser utilizada en esta especie.

3.4.2 Vacunas Experimentales

Davis et al., (2001) evaluaron una vacuna de ADN (pCBWN) que contenia los genes prM/E del
VON. Cuatro caballos fueron vacunados con una sola dosis via intramuscular. Se monitoreo la
produccion de anticuerpos neutralizantes mediante la prueba de reduccion de la neutralizacion en
placa (PRNT), en donde los caballos vacunados desarrollaron titulos de anticuerpos de >1:5 entre
los 14 y 31 dias post-vacunacién. Para determinar si la vacuna podria proteger a los caballos de la
infeccion fueron desafiados con aproximadamente 15 mosquitos infectados por el virus. Los
caballos vacunados con el plasmido pCBWN permanecieron sanos después del desafio. En
ninguno de ellos se detectd viremia o fiebre a los 14 dias post-desafio, mientras que los caballos
no vacunados presentaron la infeccion después de ser expuestos al virus, desarrollando siete de

ellos viremia durante los primeros 6 dias post-desafio.

Pletnev et al., (2002) establecieron las bases para el desarrollo de una vacuna quimérica atenuada
contra el VON. Construyeron 18 quimeras con un virus del Dengue tipo 4 (DEN4). Los genes
para las proteinas estructurales prM y E del DEN4, fueron remplazados de la clona de cDNA por
los genes correspondientes de la cepa NY99. Dos de las 18 clonas de la quimera WN/DEN4
produjeron transcritos completos de ARN que eran infecciosos cuando se transfectaban células
susceptibles. Las dos clonas infecciosas compartian un motivo en el dominio transmembranal
localizado inmediatamente rio abajo de la proteasa NS2B-NS3 (sitio que separa la proteina de la
capside en el DEN4 y la proteina prM del VON en la quimera), a diferencia de las 16 quimeras
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no infecciosas. La quimera WN/DEN4 fue 28,500 veces menos neurovirulenta en ratones
destetados inoculados via intracerebral y 10,000 veces menos virulento en ratones adultos
inoculados via intraperitoneal. La quimera WN/DEN4 confirid proteccién ante un desafio letal
del VON.

Hall et al., (2003) probaron una vacuna de ADN que contenia una mutacién en la proteina NS1
del virus Kunjin (prolina-250/leucina) previamente atenuado en ratones destetados. El virus
Kunjin fue aislado a partir de sangre de ratones inmunizados de 3-4 dias después de la
inoculacién del DNA, demostrando que el ARN infeccioso fue transcrito en el sistema in vivo,
sin embargo, ningun sintoma asociado al virus fue observado. Posteriormente 19 dias post-
inmunizacién, se detectaron anticuerpos neutralizantes en suero de los animales inmunizados.
Los animales inmunizados fueron desafiados con una dosis letal de la cepa NY99 o un virus
Kunjin silvestre via intracerebral o intraperitoneal, los ratones inmunizados con 0.1-1 pg de

plasmido fueron completamente protegidos contra el VON.

Pletnev et al., (2003) desarrollaron una vacuna quimérica para el virus del Oeste del Nilo
(WN/DEN4) la cual presentaba una delecion de 30 nucle6tidos (A30) en la region no codificante
3" del virus del Dengue tipo 4. La viremia en monos vacunados con WN/DEN4-3" A30 se redujo
al 100% comparada con los monos infectados con el virus del VON o Dengue. Los resultados
indicaron que la sola quimerizacién y la presencia de la mutacion A30, independientemente
contribuyen a la atenuacion fenotipica viral en primates no-humanos. A pesar de los elevados
niveles de atenuacion en monos, las quimeras indujeron titulos de anticuerpos neutralizantes de

moderados a altos y previnieron la viremia en monos desafiados contra el VON.

Candela-Iglesias et al., (2005) clonaron las proteinas prM y E en un lentivirus. En este reporte se
encontraron resultados alentadores en ratones, al utilizar un vector viral como sistema de
expresion para estos antigenos, ya que se indujo una respuesta inmune celular y la produccion de
anticuerpos neutralizantes. Sin embargo los mismos autores destacan que la aplicacion de este
tipo de vacunas, involucra cuidados extensivos tanto en la produccion como en su uso, debido a

los riesgos durante su evaluacion en la fase clinica.
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Monath et al., (2006) desarrollaron una vacuna recombinante ChimeriVax-WNO02, construida de
una clona del virus 17D de la Fiebre Amarilla, en la cual se remplazaron los genes de las
proteinas prM y E del 17D por los del virus del Oeste del Nilo. Pruebas preclinicas en monos
definieron los sitios de replicacion in vivo. La vacuna ChimeriVax-WNO02 y 17D de la Fiebre
Amarilla presentan una distribucion similar pero diferentes cinéticas de replicacion. Los sitios
prominentes de replicacion fueron la piel y 6rganos linfoides. Los virus fueron aislados de sangre
al dia 7 y de organos al dia 14. En el estudio clinico, monos adultos fueron inoculados con 5.0 x
10" unidades formadoras de placas (UFP) (n=30) o 3.0 x 10" UFP (n=15) de ChimeriVax
WNO02, vacuna comercial YF (n=5) y placebo (n=30). La incidencia de eventos adversos en los
animales que recibieron la vacuna fue similar a la del grupo placebo. La viremia transitoria fue
detectada en 42 de los 45 animales vacunados con ChimeriVax-WNO02 (93%) y cuatro de cinco
animales vacunados con YF-Vax (80%). Todos los animales desarrollaron anticuerpos
neutralizantes contra el virus del Oeste del Nilo, la vacuna ChimeriVax-WNO2 rapidamente

indujo una respuesta inmune después de haber administrado una sola dosis.

Watts et al., (2007) midieron la eficacia de una vacuna recombinante para el virus del Oeste del
Nilo en hamster. Los grupos de hdmsteres fueron inmunizados via subcutanea con la proteina de
envoltura recombinante (80ug de E) con/sin la proteina NS1. Los animales vacunados fueron
desafiados via intraperitoneal con una cepa virulenta a las 2 semanas, 6 meses y 12 meses post-
vacunacion. Los resultados para ambos tratamientos fueron similares, en ninguno de los casos se
detectaron niveles de viremia post-desafio, tanto para los desafiados a las 2 semanas como a los 6
meses. En contraste, el porcentaje de mortalidad en los animales desafiados a las 2 semanas fue
del 73%, mientras que para los desafiados a los 6 meses fue del 53% comparados con el grupo
control. Cuando se desafiaron 12 meses post-vacunacion, se detectaron bajos niveles de viremia
en algunos de los hamsteres vacunados, presentandose un solo caso de la enfermedad. En

comparacion con el grupo control el indice de mortalidad fue del 77%.

Lieberman et al., (2007) utilizaron como sistema de expresion células de Drosophila S2 para la
expresion de la proteina truncada de envoltura (80E) y NS1 del virus del Oeste del Nilo. Las
proteinas purificadas fueron utilizadas en conjuncion con el adyuvante ISCOMATRIX®,

utilizando un esquema de vacunacion en ratones con 1, 3y 10 pg de la proteina80 E,y 0,03y 1
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Hg de la proteina NS1. Los ratones fueron monitoreados para medir la respuesta inmune humoral
y celular por la prueba de reduccion de la neuralizacion en placa y ELISA, ademas de medir la
proliferacion de linfocitos y la produccion de citocinas. Los resultados revelaron que las proteinas
80E y la proteina NS1 indujeron altos titulos de anticuerpos neutralizantes. Los esplenocitos de
los ratones inmunizados, mostraron proliferacion y la produccion de citocinas (INF-y, IL-4, IL-5
e IL-10). El nivel de proliferacion de linfocitos y la produccion de citocinas estimulados por el
antigeno vacunal 80E y NS1 fueron comparables a los niveles obtenidos por la estimulacién con

el mitégeno (fitohemaglutinina) indicando una robusta respuesta celular.

Jang-Hann et al., (2007) expresaron el dominio Il de la proteina E del virus del Oeste del Nilo
(WNVE 1lI). La inmunizacién con la proteina recombinante fue administrada por via
intraperitoneal utilizando como adyuvante oligodeoxinucle6tido (CPG-DNA) durante un periodo
de tres semanas (3 inyecciones). Los ratones inmunizados generaron altos niveles de anticuerpos
neutralizantes. EIl isotipo de IgG fue predominantemente 1gG2a en los sueros murinos. Los
cultivo de esplenocitos de los ratones vacunados con la proteina WNV E Ill, secretaron una
amplia cantidad de INF-y e IL-2 y mostraron proliferacion de células T en presencia de la
proteina WNV E 111, desarrollando un tipo de respuesta inmune tipo Th1l contra el virus del Oeste
del Nilo.

3.5 Las vacunas comestibles

A lo largo de la historia, se ha observado que la forma mas eficaz de controlar y en algunos casos
erradicar las enfermedades infecciosas es la vacunacion. Mediante técnicas de biologia molecular
se ha contribuido en el desarrollo de nuevas estrategias para la produccion de vacunas. Estas
comprenden a las proteinas derivadas de agentes patdgenos tales como virus, bacterias y
parasitos. El cultivo de tejidos vegetales ha desarrollado diversos métodos como herramientas
para la propagacion clonal, hibridacion somatica, células en suspensién y protoplastos, para su
transformacion genética comenzando una funcion vital en el establecimiento de organismos de

produccion alternos (Tiwari et al., 2009).
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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 la planta como
hoja, semillas, raiz y frutos pueden ser utilizadas en la elaboracién de productos biomédicos. Las
vacunas de subunidades consisten en macromoléculas especificas que inducen una respuesta
inmune protectora contra el agente patdgeno. Estas vacunas son la consecuencia de la
localizacion de antigenos responsables o involucrados en la induccion de la respuesta inmune
protectora, el aislamiento de los genes correspondientes, y la produccion de la proteina
recombinante en el sistema de expresion. Estos avances en la ingenieria genética han hecho
posible la introduccion de genes exdgenos a muchas especies vegetales como los cereales o las
legumbres. Esta ventaja se ha empleado para producir vacunas que expresan genes de diversos
antigenos en plantas, a este tipo de vacunas se les ha dado el nombre de “vacunas comestibles”.
La produccién de antigenos por este sistema resulta més atractiva ya que estas proteinas sufren
procesos postraduccionales, como la glicosilacién o la protedlisis que pueden optimizar su
funcién (Faye et al., 2005).

Actualmente, se han desarrollado una amplia variedad de vacunas comestibles de interés
veterinario, donde se han obtenido resultados prometedores en las especies blancos para las
cuales han sido disefiadas. Entre ellas se incluyen la expresion de los péptidos del virus
epidémico de la diarrea porcina (PEDV) (COE) y (CO-26) en papa Y tabaco, la glicoproteina S de
la gastroenteritis transmisible del cerdo en maiz, papa, hojas de Arabidopsis y tabaco; la region
antigénica (ESAT-6) de M. tuberculosis en hojas de Arabidopsis thaliana; la glicoproteina G del
virus de la rabia en cacahuate, tabaco, jitomate, espinaca, zanahoria y maiz; el antigeno de
superficie (SpaA) de Erysipelothrix rhusopathiae en tabaco; la proteina de fusion del virus de la
enfermedad de Newcastle en arroz y maiz; la leucotoxina (LKT) de Manhemia haemolitica en
hojas de trébol blanco; la proteina de la capside (VP2) del parvovirus canino en hojas de
Arabidopsis, virus del mosaico de chicharo y tabaco; la glicoproteina del virus de la estomatitis
vesicular (VSVG) en tabaco; la proteina estructural VP60 del virus de la enfermedad hemorragica
del conejo (RHVD) en papa; la variante HA1/H5 del virus de la influenza aviar HA1/H5 en
tabaco; la glicoproteina capsular antifagocitica (F1) de Yersina pestis en tabaco y jitomate; la
proteina de la capside del virus de Norwalk en tabaco y papa; la proteina de la capside (VP2) del

virus de la enteritis del mono (virus del mosaico del chicharo); la glicoproteina S del virus de la
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hepatitis murina (virus del mosaico del tabaco); la proteina estructural VP1 del virus de la
enfermedad Foot & Mouth en Arabidopsis, alfalfa, virus del mosaico del chicharo, virus del
mosaico del tabaco y papa (Wigdorovitz et al., 2004; Dong et al., 2005; Dus Santos et al., 2005;
Kang et al., 2005; Tacket, 2005; Tiwari et al., 2009) (Tabla 2).

Entre las vacunas comestibles para uso humano se encuentran la subunidad enterotoxigénica
termolabil de E. coli en tabaco, papa y maiz; la subunidad B de V. cholerae en papa; la subunidad
A del pilus estructural de E. coli entreopatogénica en tabaco; la subunidad B de V. cholerae en
tabaco, papa y jitomate; el antigeno de superficie del virus de la hepatitis humana en hojas y
cultivos celulares de tabaco, papa, callos de lupin (leguminosa), soya y lechuga; la hemaglutinina
del virus de sarampién en tabaco; las proteinas gp4l, gpl20 y el péptido V3 del virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH) tipo | en virus del mosaico de alfalfa, chicharo y tabaco; la
proteina G y de fusion del virus respiratorio sincitial en jitomate y tabaco; el péptido D2 de
fibronectina de Staphylococcus aureus en tabaco y virus del mosaico de chicharo; la proteina F
de Pseudomonas aeruginosa en el virus del mosaico de tabaco; el péptido de circumsporozoito de
Plasmodium falciparum en tabaco; la oncoproteina del papilomavirus humano tipo 16 en tabaco,
entre otros (Streatfield, 2003; Tiwari et al., 2009) (Tabla 2).

Los niveles de expresion varian enormemente dependiendo de la proteina a expresar y la eleccion
del tipo de planta utilizada. La especificidad del sistema de expresion muestra una fuerte
influencia en los niveles de produccién del antigeno. Factores como el genoma (nlcleo Vs
plasmido) (Daniell et al., 2001), las caracteristicas del promotor (Chikwamba et al., 2002), la
eleccion de secuencias lider, el procesamiento del mensaje (Richter et al., 2000) y la presencia de
organos blanco para la expresién de proteinas en la célula vegetal (Ritcher et al., 2000; Streatfield
et al., 2003) entre otros, son algunos de los aspectos que pueden afectar el nivel de expresion.

La importancia de expresar antigenos en genomas vegetales, ha sido con el objetivo de producir
vacunas de subunidades (Dalsgaard et al., 1997; Brennan et al., 1999) (Tabla 2).
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Tabla 2. Vacunas de Subunidad Expresadas en Plantas para uso Humano y Veterinario

Pat6geno/Hospedero Antigeno Sistema Expresion Referencia
Cepa Enterotoxigénica de E. coli/ Toxina B Termo-labil Tabaco 0.001% PST/0.0002% Pf Haq et al., 1995
humano y cultivos animales
Cepa Enterotoxigénica de E. coli/ Toxina B Termo-Iabil Papa 0.2% PST/0.001% Pf Hagq et al., 1995; Mason et
humano y cultivos animales al., 1995; Tacket et al., 1998;
Lauterslager et al., 2001
Cepa Enterotoxigénica de E. coli/ Toxina B Termo-labil Maiz 10% PST/0.1% P Streatfield et al., 2001;
humano y cultivos animales Chikwamba et al., 2002
Lamphear et al., 2002;
Streatfield et al., 2003
V. cholera/humano Toxina de Colera (CTB) Papa 0.3% PST/0.002% Pf Arakawa et al., 1997, 1998
E. coli Enteropatogénica/humano Pilus estructural sub. A Tabaco 8% PST/ 1% Pf da Silva et al., 2002
V. cholerae/humano Toxina de Cdlera (CTB) Tabaco 4% PST/ 0.5% Pf Daniell et al., 2001
V. cholerae/humano Toxina de Célera (CTB) Jitomate 0.04% PST/0.005% Pf Jani et al., 2002
V. cholerae, rotavirus, cepa Entero- Toxina de Célera B fusionada con la Papa 0.003% Pf Yuy Langridge, 2001
toxigénica de E. coli/humano enterotoxina NSP4 de rotavirus
Toxina de colera A fusionada con el
factor de colonizacion fimbrial de E. coli
CFA/1
Virus de la Hepatitis B/humano Antigeno de Superficie Tabaco 0.007% PST/ 0.0008% Pf Mason et al., 1992;
Thanavala et al., 1995
Virus de la Hepatitis B/humano Antigeno de Superficie Papa 0.002% Pf Richter et al., 2000; Kong et
al., 2001
Virus de la Hepatitis B/humano Antigeno de Superficie Callo de 0.00002% Pf Kapusta et al., 1999
lupino
Virus de la Hepatitis B/humano Antigeno de Superficie Lechuga 0.0000006% Pf Kapusta et al., 1999
Virus de la Hepatitis B/humano Antigeno de Superficie Papa 0.006% PST/ 0.00004% Ehsani et al., 1997
Pf
Virus de la Hepatitis B/humano Antigeno de Superficie Cultivos 0.007% Pf Smith et al., 2002
celulares de
soya
Virus de la Hepatitis B/humano Antigeno de Superficie Cultivos 0.0008% Pf Smith et al., 2002
celulares de
Tabaco
Virus de la Hepatitis B/humano Proteina Intermedia Papa 0.001% PST/ 0.000009% Ehsani et al., 1997
Pf
Virus de la Hepatitis C/humano Regién hipervariable 1 de la proteina 2 Tabaco 0.04% PST/0.005% Pf Nemchinov et al., 2000
fusionada con la subunidad B de la de
célera
Virus Norwalk/humano Proteina de la Cépside Tabaco 0.2% PST/0.03% Pf Mason et al., 1996

30|Pagina



Tabla 2. (Continuacion)

Patogeno/Hospedero Antigeno Sistema Expresion Referencia
Sarampién/humano Hemaglutinina Tabaco Datos no publicados Huang et al., 2001; Webster
et al., 2002
Virus de la Inmunodeficiencia tipo Péptido de la proteina gp41 Chicharo Datos no publicados Porta et al., 1994
I/humano
Virus de la Inmunodeficiencia tipo Péptido V3 Proteina gp120 Tabaco Datos no publicados Yusibov et al., 1997
I/humano
Virus de la Inmunodeficiencia tipo Péptido V3 Proteina gp120 Jitomate 0.03% Pf Joelson et al., 1997
I/humano
Virus de la Inmunodeficiencia tipo Péptido de la proteina Chicharo 2% TPV/0.002% McLain et al., 1996; Durrani
I/humano transmembranal gp41 et al., 1998; Mc Inerney et
al., 1999
Virus de la Inmunodeficiencia tipo Péptido de la proteina Tabaco Datos no publicados Marusic et al., 2001
I/humano transmembranal gp41
Virus de la Inmunodeficiencia tipo Proteina de la Nucleocépside p24 Tabaco 0.4% PST/0.05% Pf Zhang et al., 2000; 2002
I/humano
Citomegalovirus/humano Glicoproteina B Semillas de 0.01% PST/0.00007% Pf Tackaberry et al., 1999
Tabaco
Rhinovirus tipo 14/humano Péptido de la proteina VP1 Chicharo Datos no publicados Porta et al., 1994
Virus Sincitial Respiratorio/humano Peptido dela proteina G Tabaco 0.006% Pf Belanger et al., 2000
Virus Sincitial Respiratorio/humano Proteina de fusion Jitomate 0.0003% Pf Sandhu et al., 2000
Staphylococcus aureus/humano Péptido D2 de fibronectina unido a Chicharo 4% TPV/0.005 Pf Brennan et al., 1999
la proteina FnBP
Staphylococcus aureus/humano Péptido D2 de fibronectina unido a Papa 2% TPV/0.0003 Pf Brennan et al., 1999
la proteina FnBP
Pseudomonas aeruginosa/humano Proteina F Chicharo 4% TPV/0.005% Pf Brennan et al., 1999;
Gilleland et al., 2000
Pseudomonas aeruginosa/humano Proteina F Tabaco Datos no publicados Staczek et al., 2000
Plasmodium falciparum Péptidos de circumporozoito Tabaco 0.003% Pf Turpen et al., 1995
(malaria)/humano
Papilomavirus tipo 16/humano Oncoproteina E7 Tabaco 0.0004% Pf Franconi et al., 2002
Virus Norwalk/humano Proteina de la capside Papa 0.4% PST/ 0.003% Pf Mason et al., 1996; Tacket et
al., 2000
Virus Norwalk/humano Proteina VP6 Tabaco 0.005% Pf O’Brien et al., 2000
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Tabla 2. (Continuacion)

Patogeno/Hospedero Antigeno Sistema Expresion Referencia
Linfoma de células B/humano Cadena Simple Fv fragmento de Tabaco 0.003% Pf McCormick et al., 1999
Bacillus anthracis Antigeno Protector Tabaco Datos no publicados Azizetal., 1994
Virus de la Rabia’lhumano Péptidos de la glicoproteina Tabaco y 10% TPV/0.0005% Pf Yusibov et al., 1997;
Animales domésticos y silvestres y nucleocépside Espinaca Modelska et al., 1998;
Yusibov et al., 2002
Virus de la Rabia’lhumano Glicoproteina Jitomate 1% PST/ 0.1%Pf McGarvey et al., 1995
Animales domésticos y silvestres
Virus Food & Mouth disease/animales Proteina estructural VP1 Arabidopsis Datos no publicados Carrillo et al., 1998
Virus Food & Mouth disease/animales Proteina estructural VP1 Alfalfa Datos no publicados Wigdorovitz et al., 1999
Virus Food & Mouth disease/animales Proteina estructural VP1 fusionada Alfalfa 0.004% PST/0.0005% Pf Dus Santos et al., 2002
a p-glucoronidasa
Virus Food & Mouth disease/animales Proteina estructural VP1 Chicharo Datos no plublicados Ushaet al., 1993
Virus Food & Mouth disease/animales Proteina estructural VP1 Tabaco 0.02% Pf Wigdorovitz et al., 1999
Virus Food & Mouth disease/animales Proteina estructural VP1 Papa 0.01% PST/0.001% Pf Carrillo et al., 2001
Virus de la Gastroenteritis transmisible/ Glicoproteina S Papa 0.07% PST/0.005% Pf Gbmez et al., 2000
cerdo
Virus de la Gastroenteritis transmisible/ Glicoproteina S Tabaco 0.2% PST/0.03 Pf Tuboly et al., 2000
cerdo
Virus de la Gastroenteritis transmisible/ Glicoproteina S Semilla de Maiz 2% PST/0.02 Pf Streatfield et al., 2001;
cerdo Lamphear et al., 2002

Rotavirus Bovino grupo A/bovinos
Mannheimia haemolitica (pasteurelosis)/
bovinos
Virus de la enfermedad hemorragica/
conejo
Virus de la enfermedad hemorragica/
conejo
Parvovirus canino/perro

Parvovirus canino/perro
Parvovirus canino/perro

Virus de hepatitis murina/ratén

Proteina VVP6
Leucotoxina fusionada a GFP

Proteina estructural VP60
Proteina Estructural VP60
Proteina de la capside VP2
Proteina de la capside VP2
fusionada a B-glucoronidasa

Proteina de la capside VP2

Glicoproteina S

Papa
Ajo

Papa
Tabaco
Tabaco

Arabidopsis
Chicharo

Tabaco

0.002% PST/0.00001% Pf
0.5% PST/ 0.0009% Pf

0.3% PST/ 0.04% Pf
Datos no publicados

Datos no publicados
0.1% PST/ 0.003% Pf
2% TPV/ 0.002% PF

Datos no publicados

Matsumura et al., 2002
Lee et al., 2001

Castanon et al., 1999

Fernandez-Fernandez et al.,

1998
Fernandez-Fernandez et al.,
1998
Gil et al., 2001

Langeveld et al., 2001;
Nicholas et al., 2001
Koo et al., 1999

PST, Proteina soluble total; Pf, Peso fresco; TPV, Tamafio de la

particula viral (Streatfield et al., 2003 (b); Tiwari et al., 2009).
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3.6 El sistema Inmune Mucosal

La induccion de la respuesta inmune mucosal inicia con el reconocimiento del antigeno por
células especializadas llamadas células-M. Estas células estan localizadas en las
membranas mucosales o tejidos linfoides como las placas de Peyer en el intestino delgado.
Las células-M conducen el antigeno por el tejido subalterno a las células presentadoras de
antigenos (APC) que interna y procesan al antigeno. El resultado de la presentacion de los
epitopos antigénicos en las células APC de superficie y con la asistencia de células T
colaboradoras, activan las células B. Las células B activadas migran a los linfonodos
mesentéricos donde maduran dentro de las células plasmaticas y migran a las membranas
mucosales para secretar inmunoglobulina A (IgA). Sobre el transcurso a través de la
superficie epitelial mucosal hacia el lumen, el complejo de las moléculas de IgAs, la
membrana secreta componentes para formar IgAs secretora (IgAs). Transportadas dentro
del lumen, las IgA secretoras interactian con los epitopos antigénicos y neutralizan la
invasion de patdgenos. Las vacunas derivadas de plantas inducen ambas respuestas, la
respuesta mucosal y la respuesta inmune sistémica. Los niveles inducidos de IgA e IgG en
suero proveen la capacidad de disminuir los sintomas clinicos causados por una infeccién
con una cepa de virus atenuada de rabia (Walmsley y Arntzen, 2000). Las vacunas que
estimulan la inmunidad mucosal presentan diferentes ventajas contra las vacunas
tradicionales entre ellas se incluyen: 1) el potencial de conferir inmunidad sistémica y
mucosal; 2) incremento en la estabilidad del bioldgico; 3) incremento de la vida media y 4)
la eliminacion de agujas y la necesidad de personal calificado en salud publica y

especialistas en la administracién de vacunas (Freytag y Clements, 2005).

3.7 La Transformacion Genética de Maiz

Los primeros cereales transgenicos se obtuvieron por medio de la electroporaciéon y
tratamiento de los protoplastos con polietilenglicol. Estos ensayos fueron llevados con
maiz, arroz y pastos forrajeros. Hasta 1990, estos métodos permanecieron como la via
principal para transformar monocotiledéneas. Posteriormente, el desarrollo del bombardeo
de particulas permitié obtener plantas fértiles y se convirtio en el sistema mas utilizado para

transformar cereales.
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El maiz es un sistema establecido con altos niveles de expresion y produccion comercial de
proteinas recombinantes y antigenos (Hood y Jilka, 1999). La comercializacion de
proteinas recombinantes como la avidina y la p-glucoronidasa purificadas de maiz, ha
demostrado el potencial a gran escala para la produccién de proteinas de uso terapéutico
que conservan su integridad estructural y su actividad bioldgica (Hood et al., 1997; Witcher
et al., 1998; Lamphear et al., 2002). De esta manera, uno de los principales objetivos de la
transformacion del maiz ha sido la expresion de antigenos de patdgenos de humanos y
animales. Se ha demostrado que los granos son un excelente sistema para el suministro de
vacunas comestibles, ya que el antigeno puede permanecer durante largos periodos de
tiempo sin la necesidad de refrigerar. La semilla de maiz es un sitio de almacenamiento
natural de proteinas que podria ser aprovechado como un poderoso vehiculo para la
liberacion de antigenos por via oral (Lamphear et al., 2002). La bioencapsulacion natural de
las proteinas en el maiz, incrementa la vida media del antigeno en el intestino y promueve
su liberacion en la superficie mucosal (Modelska et al., 1998; Bailey, 2000; Streatfield et
al., 2001; Streatfield et al., 2002; Lamphear et al., 2002; Guerrero-Andrade et al., 2006).
Los antigenos que han sido expresados en maiz son los siguientes: la subunidad B de la
toxina de Escherichia coli y la proteina S del virus de la gastroenteritis del cerdo
(Streatfield et al, 2001); la proteina G del virus de la rabia (Loza-Rubio et al., 2008b),
Gomez-Nufez, 2007); la proteina F del virus de Newcastle (Guerrero-Andrade et al., 2006)
(Tabla 3).

Tabla 3. Vacunas de subunidad expresadas en maiz.

Patdgeno/Hospedero Antigeno Sistema Expresion Referencia
Virus de la Rabia/animales Proteina G Maiz 1.0% PST Loza-Rubio et al.,
2008
Virus de la enfermedad de Proteina F Maiz 0.95% a 3% Guerrero-Andrade
Newcastle/aves et al., 2006

Coronavirus TEGV/cerdo Glicoproteina S Maiz 2% PST/0.02% Streatfield et al.,

Pf 2001;Lamphear et
al., 2002

Cepa Enterotoxigénica de E. Subunidad B de la Maiz 10% PST/0.1% Streatfield et al.,

coli/humano y cultivos toxina termolabil Pf 2001; Chikwamba
animales etal., 2002,

Lamphear et al.,
2002; Streafield et
al., 2003

PST, Proteina Soluble Total; Pf, Peso fresco
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3.7.1 Los callos embriogénicos de maiz

El callo embriogénico de maiz ha sido clasificado como tipo | y tipo Il. El callo
embriogénico tipo | describe un callo compacto, nodular y embriogénico, él cual prolifera
como una mezcla de tejido complejo exhibiendo estructuras escutelares que generan
embriones somaticos. Este callo es blanco y opaco, relacionado con su contenido de
almidon. Del callo tipo | se pueden regenerar plantas, pero a diferencia del tipo I1, no puede
mantener la capacidad regenerativa por un afio de tal manera que su propagacion no se
puede mantener por periodos prolongados. La regeneracion de plantas a partir de este tipo

de callo se da por la germinacion del embrion (Emons y Kieft, 1995).

El callo tipo Il es friable, embriogénico, de crecimiento rapido con la presencia de
numerosos embriones somaticos globulares (cuyo desarrollo es muy similar al cig6tico)
adheridos al callo por medio del suspensor; de color blanco a amarillento, como fue
observado por Green Rhodes (1982), mantiene su capacidad tanto embriogénica como
regenerativa por periodos largos: El callo tipo 1l se inicia directamente del escutelo y puede
proliferar en toda la superficie del escutelo o bien, en otras ocasiones, Unicamente en

pequerios sectores (Emons y Kieft, 1995; Jiménez-Villalobos, 2006).

La eleccion del callo embriogénico tipo Il obedecio a las siguientes razones: este tipo de
callo es suave y prolifera en un alto indice mas que el callo tipo I, esto constituye un factor
que puede contribuir a una alta densidad de células transformadas y un mejor indice de
propagacion del tejido transgénico (Aulinger et al., 2003). Ademas de cumplir con los
requisitos necesarios de un sistema celular receptor: 1) las células blanco son accesibles o
competentes para la introduccion del ADN exd6geno; 2) las células blanco son competentes
a una transformacion integrativa por la introduccion de ADN durante el ciclo celular y la
capacidad para la recombinacion; 3) las células son capaces de sostener la division celular
después de la transformacion para permitir el desarrollo de un sector clonal transformado
que pueda ser seleccionado y; 4) aquellos sectores clonales tienen la capacidad
morfogenética para la regeneracion de plantas fértiles (Kausch et al., 1995; Jiménez-
Villalobos, 2006).
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3.7.2 Expresion del gen reportero uidA en plantas

Entre los genes reporteros disponibles, el gen uidA (3-glucuronidasa) es el mas utilizado en
la transformacion de plantas, a pesar de que este tipo de ensayo es de naturaleza
destructiva. La proteina B-glucuronidasa (GUS) es una hidrolasa obtenida a partir de la
bacteria intestinal Escherichia coli que cataliza la hidrolisis de una gran variedad de R-
glucurdnidos, la cual se encuentra codificada por un gen denominado uidA. La expresion
del gen uidA en plantas genéticamente modificadas depende directamente de las
caracteristicas de la secuencia promotora unida al gen. En el caso de promotores
constitutivos, la enzima GUS podria estar presente en todas las células de la planta. La
cantidad de enzima por célula depende en la actividad del promotor. La acumulacion de la
enzima ocurre dentro del citoplasma, la cual no se encuentra sujeta a modificaciones
postraduccionales (Jefferson y Wilson, 1991). Con la colaboracion de un péptido que se
une a la secuencia codificadora del transgén, el GUS es transportado a traves de la

membrana del reticulo endoplasmico (Gillisen et al., 1998).

Si bien la unién de glucurénidos naturales no produce productos coloreados, existen
glucurdnidos obtenidos artificialmente que cuando son unidos a la enzima R-glucuronidasa
liberan productos coloreados o fluorescentes. Uno de estos sustratos es el glucurénido di-
metil umbeliferona (MUG) que al ser unido con la enzima B-glucuronidasa se libera
metilumbeliferona (MU), éste puede ser detectado con alta sensibilidad gracias a su
fluorescencia. Otro sustrato de la B-glucuronidasa es el &cido 5-bromo-4-cloro-3-indolil-R-
D-glucurénico (X-Gluc®). Al ser unido a la enzima de un intermediario indoxilo inestable,
incoloro, sufre una dimerizacion oxidativa para dar el producto final dicloro-dibromo

indigo, de color azul e insoluble en agua.

El X-Gluc® no es tan barato como el glucurénido di-metil umbeliferona, y al no fluorescer
tiene una sensibilidad de detecciébn menor. Sin embargo, es ideal para la deteccion
histoquimica de la R-glucuronidasa, ya que al ser hidrolizado por esta enzima se forma un
precipitado insoluble que no se difunde fuera del tejido ain cuando se someta a procesos de

fijacion.
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Para resumir, el MUG se utiliza para la medicion precisa de la actividad en extractos crudos
de tejidos, mientras que el X-Gluc® se usa para deteccion histoquimica del patron de

expresion de promotores génicos en diversos tejidos (Figura 7).

acido glucordnico

d 0 l OH
Br Br
>
B-glucoronidasa
NH
NH

X-Gluc

+ acido
glucordnico

Oxidacion +

Cl 0 NH
Br I i ! I dimerizacion
Br
NH o cl

5-5’-dibromo-4,4dicloro-indigo
(azul, insoluble)
Figura 7. Reaccion de hidrolisis del sustrato cromogénico X-Gluc® (incoloro), que da
como producto final el compuesto colorido 5-5"-dibromo-4-4"dicloro-indigo (de color
azul) (Jefferson RA, 1987).

Una amplia variedad de glucéronidos se encuentran disponibles comercialmente y podrian
ser utilizados en andlisis fluorométricos, espectrofotométricos, luminométricos e
histoquimicos, tanto cualitativos, como cuantitativos (Gallagher, 1992; Jefferson, 1993). La
actividad endogena de la B-glucoronidasa que podria ser responsable del incremento de la
actividad enzimatica podria ser facilmente eliminada por tratamientos simples, como el
incremento en el pH, la adicion de metanol en el buffer de reaccion o tratamiento con calor
(Kosugi et al., 1990; Jefferson y Wilson, 1991; Hansch et al., 1995; Gillisen et al., 1998).
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3.7.3 Resistencia al glufosinato de amonio

El metabolismo enddgeno del glufosinato en plantas es limitado y su degradacién puede ser
demasiado lenta, antes de que el herbicida cause lesion o la planta muera (Komoba y
Sandermann, 1992; Muller et al., 2001; OECD, 2002). Por lo tanto los genes exdgenos
tienen que ser insertados para codificar una enzima que pueda desintoxicar al L-glufosinato
rapidamente. La enzima es llamada fosfinotricin N-acetiltransferasa (PAT). La PAT puede
convertir rapidamente al L-glufosinato al metabolito no fitotoxico N-acetil-L-glufosinato
(NAG) mediante la acetilacion del glufosinato, reduciendo o eliminando la posibilidad de
que el glufosinato inhiba a la glutamina sintetasa (GS) (Figura 7) (D Halluin et al., 1992;
Drogue et al., 1992; Rasche, 1995; Vasil, 1996; Muller et al., 2001; OECD, 2002; Ruhland
et al., 2004). El herbicida en su forma inactiva D-Glufosinato parece estar estable en las
plantas debido a la acetilacion L-especifica de la enzima PAT (Drogue et al., 1992; Tan,
2005; 2006).

Metabolizme enddgeno limitado en o o
plantas conwvencionales II Il
¥ HO—C —C—CH,—CH,~P —OH

s ] CH,
?I} FI?' 4-Metilfosfinico-2-acido butanoico
HO —C— CH —CH,—CH,— P—OH
| |
KH, | CH,
" s o
Glufosinate ™ I 1
- HO —C— CH —CH,—CH.—P—OH
|
PAT-Metabolizmo catalizado solamente en fiiH CH,
lantas transformadas
p H—C = O

MN-aceti-L-glufosinato

Figura 8. Plantas transformadas tolerantes al glufosinato de amonio que contienen la
enzima PAT codificada por el gen bar o pat. La enzima PAT desintoxica rapidamente al
glufosinato mediante la acetilacion de este compuesto.
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Dos tipos de genes han sido utilizados para transformar cultivos tolerantes al glufosinato.
Uno de los genes, llamado bar aislado de Streptomyces hygroscopicus y el gen pat aislado
de S. viridochromogenes que codifican para la enzima PAT (Rasche, 1995; Vasil, 1996;
Wehrmann et al., 1996; Tan, 2006) Los dos genes son altamente similares aunque
provienen de diferentes especies (Vasil, 1996). La enzima PAT codificada por los genes
bar y pat son funcional y estructuralmente equivalentes y dentro de las plantas presentan un
funcionamiento similar en las plantas transgénicas (Wehrmann et al., 1996). Si la enzima
PAT es utilizada como marcador de seleccion en plantas transgénicas, niveles inferiores de
la actividad de PAT son requeridas comparados a los niveles requeridos en cultivos
tolerantes al glufosinato (OECD, 2002). Se han comercializado diversas especies tolerantes
al glufosinato tales como maiz, algodén y canola (Duke, 2005). Sin embargo, la mayoria de
los cultivos actualmente han sido transformados con el gen bar y pat por ser excelentes
marcadores para la transformacién (Dekler y Duke, 1995; Duke et al., 2002; Tan, 2006).
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V. Justificacion

En México hasta el 2003 se habian reportaron las primeras evidencias seroldgicas de la
circulacién del virus del Oeste del Nilo (VON) en caballos y aves de 12 estados y 57
municipios. Asi mismo para el 2005 se tenian notificados 14 aislamientos procedentes de
los estados de Tabasco, Tamaulipas, Sonora y Baja California. Aunque en humanos no se
han detectado casos de infeccion los expertos en Vectores de la Secretaria de Salud
sugieren que en nuestro pais esta pudiera ser la etapa previa a la aparicion de brotes y que
el virus se este adaptando a la ecologia de los diferentes escenarios. El alto indice de
diseminacion del virus plantea un serio problema en salud publica y veterinaria en los
siguientes afios, si se considera que las vacunas disponibles en el mercado son derivadas de
virus inactivado (Fort Dogde® y EquiVON®). El principal inconveniente de este tipo de
inmunogenos es que al ser empleada en nuestro pais, no se podria llevar a cabo una
diferenciaciéon entre los animales que han sido vacunados y los que pudieron haber
adquirido la infeccion en el campo, es por esto que resulta indispensable la elaboracion de
imunogenos de nueva generacion. La biotecnologia basada en plantas permite la obtencion
de productos con alto valor farmacéutico como vacunas, proteinas terapeuticas, enzimas y
sustancias quimicas especificas, dentro de esta rama los callos embriogénicos han sido de
los explantes cominmente utilizados para la expresion de proteinas recombinantes, por ser
un sistema particularmente til para la transformacion por biobalistica y la produccién de
plantas transgénicas. En la actualidad se han expresado proteinas antigénicas de interés
veterinario en plantas de maiz, considerandolo un sistema de expresion idoneo para la
produccion comercial de proteinas recombinantes que conservan su integridad estructural y
su actividad inmunoldgica. Debido a esto el objetivo de este trabajo fue la expresion de la
proteina E del virus del oeste del Nilo en callos embriogénicos de maiz tipo Il ya que las
vacunas orales muestran diversas ventajas como son: una facil manipulacion genética, el
no requerir de rigurosa cadena fria y solamente manejar los genes responsables de

promover la inmunidad humoral y celular.
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V. Hipotesis

B Si se transforman callos embriogénicos de maiz con la construccion INIFAP-VON
3301 que codifica al gen E del Virus del Oeste del Nilo, entonces se generara un

cereal transgénico que exprese a la proteina recombinante.

V1. Objetivo

6.10bjetivo General

®  Generar y caracterizar callos embriogénicos de maiz transgénicos que expresen la

proteina E del virus del Oeste del Nilo.

6.2 Objetivos especificos

= Purificar y amplificar la construccion INIFAP-VON 3301.
» Transformar callos embriogénicos de maiz tipo Il mediante biobalistica.

= Mantener y proliferar callos de maiz tipo Il transformados con el gen E del virus del
Oeste del Nilo.

= Expresion transitoria del gen reportero B-glucoronidasa en callos transformados con
el plasmido INFAP-VON 3301 mediante pruebas histoquimicas y Western blot.

= |dentificar la expresion del gen E del Virus del Oeste del Nilo en callos
embriogénicos de maiz transformados.

= |dentificar la expresion de la proteina E del virus del Oeste del Nilo en callos
embriogénicos de maiz transformados.
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VI1I. Materiales y Métodos

7.1 Cultivo de callos embriogénicos de Maiz tipo I1.

El material biolégico utilizado para la transformacion genética fue proporcionado por el
Laboratorio de cultivo de tejidos vegetales, del Departamento de Bioquimica de la Facultad
de Quimica de la UNAM. Los callos embriogenicos de maiz tipo Il fueron obtenidos de
embriones inmaduros de 8-10 dias de edad. EI medio NgP fue empleado para la induccién y
proliferacion de los callos embriogénicos (Chu et al., 1975). Los cultivos celulares de maiz

fueron mantenidos en crecimiento durante 3-4 meses previo a la transformacién genética.

7.2 Amplificacion y purificacion del vector INIFAP-VON 3301.

La secuencia codificadora del gen E del VON de 1,502 pb, con numero de acceso
AY60002 se obtuvo del GenBank, la cual corresponde a la cepa aislada de un cuervo
(Corvus corax) en el estado de Tabasco, México (TM-171-03). La secuencia fue clonada e
incorporada al plasmido pCambia 3301 que contiene la fusion transcripcional del gen uidA
(B-glucoronidasa), con el promotor constitutivo CAMV 35S del virus del mosaico de la
coliflor, y el gen bar que codifica para la enzima fosfinotricin acetil-transferasa, que otorga

resistencia al glufosinato de amonio utilizado como agente de seleccion en plantas.

La construccion INIFAP-VON 3301 fue proporcionada por el proyecto “Desarrollo de una
vacuna comestible en sorgo para la prevencion del Virus del Oeste del Nilo” SAGARPA-
2004-24. Esta construccion se amplificé en células quimicamente competentes DH5a
mediante choque térmico y se purifico utilizando un kit comercial Maxiprep (Qiagen™) de
acuerdo a las especificaciones del proveedor. Posteriormente el plasmido fue cuantificado
en un nanofotometro™ (INPLEN, n° cat. LKB529, Munich, Alemania).
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Secuencia del gen E del virus del Oeste del Nilo aislado en México. Region: 967-2469 nt.
Las flechas indican las regiones correspondientes a los iniciadores disefiados para la RT-
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tccaccaaag ctgcgtgecc
tgctgaccca gcttttgtgt
gcaacggctg cggactattt
tttgcctgct  ctaccaaggc
caagtacgaa gtggccattt
acggaaacta ccccacacag
atcactcctg cggcgcecttc
ggtgacagtg gactgtgaac
acgtgatgac tgttggaaca
atggatctca acctcccttg
cagagagacg ttaatggagt
tgatagcatt gggctcacaa
gccattcctg  tggaattttc
tttgdagtgt agagtgaaga
atggcgtctg ttcaaaggct
ggtcacggca ctgtggtgtt
ttgcaaagtt cctatctcgt
tgggcagatt ggtcactgtc
gctaaggtcc  tgattgaatt
ggtgggcaga ggagaacaac
gcagcattgg caaagccttt
gccgctctag  gagacacagc
cacctcagtt gggaaggctg
cactgtttgg aggcatgtcc
ctgttgtgga tgggcattaa
tctcgcagtt  ggaggagttc

agagacttct
cgaaggcgac
atgtgaagat
tattgctatt
gaccatggga
gcagacaagg
ggcaaaggaa
aataggaaga
ttgtccatgg
gttggagcca
atacacacta
cacggtcagg
aagacgttct
gagcagtgct
ttgaggaacc
gagggagctc
aagcaacact
tggaaaaatt
ttcaagtttc
ggaattgcag
cagtggcttc
aacccttttg
ggaaccaccc
agatcaatca
acaaccaccc
ttgggacttt
tccatcaagt
tggataacgc
tgctcgtgat
tgctcttcct

tggaaggagt
agctgcgtga
gatgaatatg
tggctaccgt
gaagctcaca

agtggtggac
gcattgacac
accatcttga
accaactact
ctcaggcagg
aagcttggag
gattgacacc
tggtccatcg
ggaagtactg
acacgccacg
tgcatcaagc
gtcaagttga
gcagttgaag
ttgggactcc
tacactggca
attgaacgac
tttcagtggc
tttggagact
ccattggcac
tcaaaggagc
ggatcagttg
gttcggagga
aaggattgct
aggtccatag
ctccgtgaac
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7.2.1 Cortes con Enzimas de Restriccion.

El plasmido INIFAP-VON 3301 se cortd con las enzimas de restriccion Nco | (Invitrogen)
y Kpn | (Invitrogen) para liberar el inserto de 1502 bp correspondiente al gen E del virus
del Oeste del Nilo. La reaccion se incubd durante 1 hora a 37°C y los productos fueron
visualizados en un gel de agarosa al 1% tefildo con bromuro de etidio, para corroborar la

presencia del gen en la clona purificada.

INIFAP-VON 3301 EcoR|(1874) Nhe (4700)
Pucl8 MCS Ncol (2687) Pmi 1 (4723)
11, 321 bp Hind Ill (1925) Bglll (2694) BUE |l (4736)
b
b T-Border
k I (right)

CaM 35S promotor LacZ alpha Gusfirst exon Nos poly-A
T8Border (left)
CaM 35S promotor Pst!
Promotor 358
Xho1
E::F' EcoR|
Kpnl [™ Neol
1 Kpnl
g':-:m T GenE de
Xbal VON
Sall 1,502 pb
l;“uhll Hind It
p Clal
Hind It = Kpanl
Xbal
Terminador 35S

Figura 9. Esquema de la Construccion INIFAP-VON3301. En la parte inferior se puede
observar la insercion de la secuencia codificante del gen E con los sitios de restriccion para

las enzimas Kpn 1y Nco I que liberan un fragmento de aproximadamente 1,502 bp.

7.3 Transformacion genética mediada por biobalistica.

Se transformaron 100 callos embriogénicos de maiz con el vector INIFAP-VON 3301,
mediante biobalistica utilizando una pistola de baja presion. Los parametros para la
transformacion genética fueron los siguientes: distancia 13 cm, presion de Helio 8 bar,
vacio -21 In Hg, tamafio de la bala de tungsteno M5 (0.4 um de didmetro) de acuerdo a los
parametros reportados por Jiménez-Villalobos, (2006). Como control negativo se

bombardearon 20 callos de maiz con el vector pCambia 3301.
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Los callos embriogénicos fueron mantenidos en medio de proliferacion N6P durante 8 dias
posbombardeo, posteriormente fueron subcultivados en medio N6P con glufosinato de
amonio a una concentracion de 3.0 mg L* durante 3 meses, para seleccionar y proliferar las
células que incorporaron al vector INIFAP-VON 3301. El control negativo se mantuvo en

el mismo medio con el agente de seleccion.

7.3.1 Prueba histoquimica de expresién transitoria (f-glucoronidasa).

A las 48 horas posbombardeo se realizd la prueba histoquimica de expresion del gen
reportero uidA en los callos embriogénicos de maiz, utilizando el protocolo reportado por
Jefferson (1987). Los explantes fueron incubados con el sustrato X-Glu (PhytoTecnology),
a 37°C durante 24 horas para observar el producto 5-5"dibromo-4,4"dicloro-indigo
(coloracion azul indigo) en los callos embriogénicos transformados. Los resultados fueron

recopilados y documentados para su posterior analisis.

7.3.2 Identificacién de la proteina p-glucoronidasa mediante Western blot.

Los callos transformados y el control negativo fueron molidos en nitrogeno liquido. De esta
manera, se obtuvo el extracto crudo con la proteina soluble total (PST) y se cuantificé en el
programa Microplate 5.3 BioRad® con un filtro de 590 nm y un coeficiente de correlacion
del 0.999. Los extractos crudos fueron separados mediante SDS-PAGE al 10%. Para
visualizar las bandas de acuerdo a su peso molecular, uno de los geles fue tefildo con una
solucién de azul brillante de Coomasie G-250. El gel restante se transfirié a una membrana
de PDVF de 0.45um (Millipore) durante 1 hora. Posteriormente se tifid con rojo de
Ponceau al 0.5% para visualizar el patron de proteinas. La membrana fue tratada con las
soluciones A y B “Blot Restore” (Millipore) para remover los residuos de la tincion. El
bloqueo de la membrana se realizé en una solucion salina fosfatada (PBS) al 5% de leche
descremada durante 1 hora, a continuacion se realizaron tres lavados con PBS, durante 10
minutos y se incub6 con el primer anticuerpo anti-p-glucoronidasa 1:1,000 (Invitrogen)
durante toda la noche a 4°C. Al dia siguiente la membrana se lavo en tres ocasiones en PBS
para remover el primer anticuerpo. El segundo anticuerpo anti-lgG de conejo 1: 10,000
(Sigma, n° cat. A6154) se incubd durante 1 hora a 4°C. Las placas fueron reveladas con un

kit de quimioluminiscencia HRP Immobilon™ Western (Millipore).

45|Péagina



7.4 ldentificacion del gen E del virus del Oeste del Nilo mediante RT-PCR

Para identificar la secuencia codificadora del gen E del virus del Oeste del Nilo en los
callos de maiz transformados con la construccion INIFAP-VON 3301, se realizO una
extraccion de ARN total del tejido bombardeado con el gen de interés y el control,
utilizando un protocolo previamente establecido en el laboratorio. A las muestras obtenidas
se les realiz6 una RT-PCR con un kit de Qiagen® OneStep (Qiagen), utilizando iniciadores
especificos previamente disefiados en el laboratorio para la cepa mexicana y que
amplificaban un producto de 702 bp (Tabla 4). La secuencia de los oligonucleétidos fue la
siguiente: WNVe+ Sentido 5’gac aag gag tgg tgg aca 3’; WNVe- antisentido 5’ att cca aca
cca cag tgc 3. El programa utilizado en la amplificacion se describe a continuacion:
Sintesis de cDNA 45°C 60 minutos, PCR desnaturalizacion inicial 94°C 2 minutos,
desnaturalizacion 94°C 30 segundos, alineacion 50°C 2 minutos, extensién 72°C 1 minuto
(40 ciclos) y una extension final 72°C 10 minuto, utilizando como control positivo una
vacuna inactivada para el virus del Oeste del Nilo (Fort-Dodge®, lowa, USA). Los
productos de RT-PCR fueron visualizados en un gel de agarosa al 0.8% tefiido con bromuro

de etidio.

Tabla 4. Reaccion de RT-PCR para el gen E del VON.

Componente Volumen/Reaccién Concentracion Final
Tampon 5x Qiagen OneStep RT- 4.0 ul 1x
PCR*
Mezcla de dNTP (10 mM) 2.0 ul 400 uM de cada dNTP
WNVe+ sentido (12 uM) 1.0 pl 0.6 uM
WNVe- antisentido (12 uM) 1.0 ul 0.6 uM
Enzima Qiagen OneStep RT-PCR 20l e
H,O libre de ARNasa gu e
ARN 2.0 ul 2 Ug
Volumen Total 20 pl

* Contiene 12.5 mM de Cl,Mg
Una concentracion final del primer de 0.6 pM es dptimo para muchos sistemas iniciador-
molde.
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7.5 Identificacion del la proteina E mediante Western blot.

Previé a la identificacion de la proteina E del virus del Oeste del Nilo, se estandarizé la
técnica de Western blot para titular el anticuerpo primario anti-West Nile virus 8150
(Chemicon, n° cat. 92590), utilizando diluciones decrecientes del anticuerpo 1:1,000,
1:2,500, 1:5,000 y 1:10,000, y como anticuerpo secundario anti-lgG de raton (Amersham
Bioscience, n° cat. NIF825) a una dilucion 1:3,000. Los resultados muestran una banda de
68 kDa correspondiente a la proteina E contenida en la vacuna comercial (Fort Dodge®).
La concentracién que se eligio fue de 1: 1,000 de anticuerpo primario para los ensayos de
expresion de la proteina recombinante en los callos embriogénicos de maiz. Para el ensayo
de expresion de la proteina recombinante del virus del Oeste del Nilo. Los callos
transformados y el control negativo fueron molidos en nitrégeno liquido. De esta manera,
se obtuvo el extracto crudo con la proteina soluble total (PST), y se cuantific en el
programa Microplate 5.3 BioRad® con un filtro de 590 nm, y un coeficiente de correlacion
del 0.999. Los extractos crudos fueron separados mediante SDS-PAGE al 10%. Para
visualizar las bandas de acuerdo a su peso molecular, uno de los geles fue tefiido con una
solucion azul brillante de Coomasie G-250. El gel restante se transfirio a una membrana de
PDVF de 0.45um (Millipore), durante 1 hora. Posteriormente se tifi6 con rojo de Ponceau
al 0.5% para visualizar el patron de proteinas. Las condiciones del Western blot para la
identificacion de la proteina E en callos embriogénicos de maiz fue realizada bajo las
mismas condiciones anteriormente mencionadas, utilizando anticuerpos especificos para la
identificacion de la proteina E de VON (ver materiales y métodos). Las placas fueron
reveladas con un kit de quimioluminiscencia HRP Immobilon™ Western (Millipore, n° cat.
WBKLS0500, Billerica USA).

7.6 Cuantificacion de la Proteina E expresada en callos embriogénicos de maiz.

La cuantificacion de la proteina E recombinante se llevé a cabo mediante densitometria,
midiendo el area de la proteina E de VON, en comparacion con concentraciones
ascendentes previamente conocidas de albumina sérica bovina (ASB) utilizada como
control. Posteriormente, los resultados fueron analizados y extrapolados por gramo de peso
seco, para conocer el porcentaje de expresion de la proteina heteréloga expresada en el

sistema vegetal.
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VIIIl. Resultados

8.1 Analisis de restriccion de la construccion INIFAP-VON 3301

La construccion INIFAP-VON 3301 se cuantificoO en un nanofotometro obteniendo una
concentracion de 5.327 pg/ul en 100 ul y una relacién A260/A280 de 1.934. Previo a la
transformacion, la construccion fue digerida con las enzimas de restriccion para verificar la
insercion de la secuencia codificadora del gen E del VON utilizando las enzimas Kpn |
(Invitrogen) y Nco | (Invitrogen), a 37°C durante 1 hora y los productos de la reaccion
fueron visualizados en un gel de agarosa al 1%. En la figura 10 se muestra las digestiones
de la construccion INIFAP-VON 3301, en la parte superior del gel se observa un producto
de tamafio molecular superior a los 11,000 pb que corresponde al vector pCambia 3301. Por
otra parte se visualiza un producto de aproximadamente 1,502 bp que corresponde a la
secuencia codificadora del gen E del virus del Oeste del Nilo del aislado en México. En la
parte inferior del gel se observa una banda de aproximadamente 400 bp que corresponde a
un sitio de corte interno del gen para la enzima Kpn | (Figura 9). Este resultado sugiere la
presencia de la secuencia codificadora del gen E del virus del Oeste del Nilo, dentro de la
construccion INIFAP-VON 3301. Posteriormente la concentracion tuvo que ser adecuada a

1 pg/ul para la transformacion genética de los callos embriogenicos de maiz.

1 2 3 4 5
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Figura 10. Analisis de restriccion de la construccion INIFAP-VON 3301 con las enzimas
Kpn I y Nco | para liberar al gen E del virus del Oeste del Nilo de 1502 pb. Carril 1.-
Marcador DNA 1 kb Ladder; carril 2.- Marcador DNA 100 pb Ladder; carriles 3 al 5.-
Muestras del vector INIFAP-VON 3301 digerido con Kpnl y Ncol.
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8.2 Prueba histoquimica de expresion transitoria.

Los resultados de la prueba histoquimica para la deteccion transitoria del gen reportero
uidA en los callos embriogénicos de maiz transformados con la construccion INIFAP-VON
3301, fue realizada a las 48 horas posbombardeo. Los callos transformados con la
secuencia de interés, presentaron coloracion azul indigo a consecuencia de la hidrdlisis del
sustrato X-Gluc® con la proteina B-glucoronidasa. En la figura 11 se muestran los
resultados de la prueba histoquimica para la identificacion transitoria del gen reportero uidA
en callos embriogénicos de maiz transformados y no transformados. Las tonalidades azul
indigo muestran la reaccion cromogénica en los callos bombardeados con la construccion
INIFAP-VON 3301 (Figura 11B) y control positivo (Figura 11C), que indican de manera

temprana la incorporacion del transgen en el genoma vegetal.

Figura 11. Prueba histoquimica para la expresion transitoria de la proteina B-glucoronidasa

en los callos embriogénicos de maiz a las 48 horas posbombardeo. 11A) Callos
embriogénicos de maiz bombardeados con balas M5; 11B) Callos embriogenicos de maiz
bombardeados con la construccion INIFAP-VON3301 11C) Callos embriogénicos de maiz
bombardeados con el vector pCambia 3301 (control positivo). Las tonalidades azul indigo

muestran la expresion de la proteina B-glucoronidasa.

8.3 Identificacidn de la proteina p-glucoronidasa mediante Western blot.

Para corroborar los datos obtenidos en la prueba histoquimica de expresion transitoria en
los callos embriogénicos de maiz. La proteina B-glucoronidasa fue identificada mediante
Western blot utilizando un extacto crudo de E. coli como control positivo. Se tomaron
muestras representativas de los callos embriogénicos de maiz bombardeados con la
construccion INIFAP-VON 3301, pCambia 3301 y control negativo (M5). De cada una de
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las muestras se obtuvieron las proteinas solubles totales y se cargaron 50 pg de cada uno de
los extractos crudos en un gel de poliacrilamida al 10% en condiciones desnaturalizantes.
En la figura 12 se muestra el gel de poliacrilamida tefiido con azul brillante de Coomasie G-
250.

MPM 1 2 3 4 5 6 7 8

181 kDa —»
115 kDa —»
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48 kba —»
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Figura 12. Gel de poliacrilamida al 10% de extractos crudos de callos embriogénicos de
maiz, a las 24 horas posbombardeo. MPM.- Marcador de peso molecular Benchmark
preinstained protein, Invitrogen. Carril 1.- Extracto crudo de E. coli (control positivo);
carril 2.- Callos embriogénicos transformados con el vector pCambia 3301; carriles 3 al 7.-
Callos embriogénicos de maiz transformados la construccion INIFAP-VON 3301; carril 8-

Callos embriogénicos bombardeados con balas M5.

El patron proteinico de los callos bombardeados con balas M5 fue similar a los
bombardeados con el plasmido INIFAP-VON 3301 y pCambia 3301, debido a que a las 48
horas, los callos embriogénicos no se encuentran en contacto con el agente de seleccion
(figura 12). Sin embargo, se utilizd un Western blot para la identificacion de la proteina -
glucoronidasa mediante el empleo de anticuerpos especificos. Por lo tanto, las proteinas
fueron transferidas a una membrana de PDVF para detectar la expresion del gen reportero
uidA. En la figura 13 se muestran los resultados del Western blot donde se identifico la
expresion de una proteina de peso molecular aproximado a los 66 kDa, que corresponde a

la proteina B-glucoronidasa de maiz reportada por Kusnadi et al., (1998) en los callos
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bombardeados con la construccién INIFAP-VON 3301, pCambia 3301, y en el extracto
crudo de E. coli (control positivo), mientras que en el control negativo no se identifico la
expresion de la proteina B-glucoronidasa. Sin embargo el anticuerpo policlonal reconocio

dos proteinas de peso molecular de aproximadamente 70kDa y 75kDa.

MPM 1 2 3 4 5 6 7
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Figura 13. Identificacion de la proteina B-glucoronidasa mediante Western blot en callos
embriogénicos de maiz, a las 48 horas post-bombardeo. Carril 1.- Extracto crudo de E. coli
2.- Callos embriogénicos transformados con el vector pCambia 3301 3 al 6.- Callos
embriogénicos transformados con el pldsmido INIFAP-VON 3301; 7.- Control negativo
(sin ADN). Las flechas indican la expresion de la proteina p-glucoronidasa en los callos

bombardeados de maiz y en el extracto crudo de E. coli.

8.4 ldentificacion del gen E del virus del Oeste del Nilo mediante RT-PCR.

Posteriormente, se identifico la incorporacion del gen E del virus del Oeste del Nilo en los
callos embriogénicos de maiz transformados con la construccién INIFAP-VON 3301,
utilizando como control negativo callos embriogénicos transformados con el vector
pCambia 3301, los cuales fueron mantenidos en medio NgP, con el agente de seleccion
glufosinato de amonio durante 3-4 meses posbombardeo. A partir del ARN gendémico del
tejido vegetal se corrié una RT-PCR utilizando los iniciadores especificos para detectar al
gen E de VON. En la figura 14 se muestra los resultados de la RT-PCR. Las muestras
transformadas con la construccion INIFAP-VON 3301 amplificaron un producto
aproximado de 700 pb, correspondiente al gen E del virus del Oeste del Nilo, en

comparacion al control negativo (carril 2).
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En los callos embriogénicos de maiz tipo Il bombardeados con la construccion INIFAP-
VON 3301 se identifico el transgen que codifica para la proteina E del VON mediante RT-
PCR (carriles 3-7).
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Figura 14. Identificacion del gen E del virus del Oeste del Nilo en callos embriogénicos de maiz
mediante RT-PCR. La flecha negra muestra un producto amplificado de alrededor de 700 bp
correspondiente al gen E del VON. Carril 1.- Marcador de tamafio molecular 1Kb Plus DNA
Ladder, carril 2.- Callos bombardeados con el vector pCambia 3301 (control Negativo), carriles 3
al 7.- Callos de maiz transformados con el plasmido INIFAP-VON 3301.

8.5 Titulacién del anticuerpo antiWest-Nile Virus 8150, mediante Western blot.

Previo a la identificacion de la proteina E del virus del Oeste del Nilo en los callos
embriogénicos de maiz, se estandarizd la técnica de Western blot para identificar la
proteina E vacunal realizando diluciones decrecientes del anticuerpo monoclonal anti-West
Nile Virus 8150. En la figura 15, se muestran los resultados de la titulacion del anticuerpo.
A partir de la dilucién 1: 5,000 a la dilucion 1: 1,000 se identifico la proteina E contenida
en la vacuna comercial (Fort-Dodge), con un peso molecular mayor a los 64 kDa, por lo
que se decidio utilizar la concentracion 1: 1,000, para ensayos posteriores debido a que se

obtenia mayor sefial.
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Figura 15. Titulacion del anticuerpo monoclonal anti-West Nile virus 8150 a partir de la
proteina E vacunal (Fort Dodge). MPM.- Marcador Benchmark protein ladder. Carril 1.-
Dilucién 1:10,000; carril 2.- 1:5,000; carril 3.- 1: 2,500; carril 4.- 1:1,000. Las flechas

indica la expresion de la proteina E vacunal del virus del Oeste del Nilo.

8.6 ldentificacion del la proteina E mediante Western blot.

Los callos embriogénicos que presentaron la incorporacién del gen E del VON en el ARN
gendmico, se analizaron mediante western blot, para identificar la expresion de la proteina
E recombinante. Para ello se utilizaron muestras representativas de cada uno de los
diferentes lotes de callos transformados con la construccion INIFAP-VON 3301. Las
muestras fueron molidas en nitrégeno liquido y se obtuvo la proteina soluble total (PST).
Como controles negativos se utilizaron callos embriogénicos transformados con el vector
pCambia 3301.

Las proteinas fueron transferidas a una membrana de PDVF e incubadas con el anticuerpo
monoclonal anti-West Nile virus 1: 1,000. En la figura 16 se muestra el patrén proteinico
de los callos embriogénicos tefiidos con rojo de Ponceau. Las muestras transformadas con
la construccion INIFAP-VON 3301 presentan una proteina de aproximadamente 68 kDa
comparada con los callos negativos. En la figura 16 se identifico la expresion de la proteina
E del virus del Oeste del Nilo en los callos embriogénicos bombardeados con la secuencia
codificadora del gen E, mediante el uso del anticuerpo monoclonal anti-West Nile virus
8150 (Chemicon®). En el carril 1 se puede identifico la proteina E contenida en la vacuna

(FortDodge®) la cual presenta un peso aproximado superior a los 64 kDa.
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Figura 16. Transferencia de los extractos crudos de callos embriogénicos bombardeados a
la membrana de PDVF tefiida con rojo de Ponceau al 0.5%. MPM.- Marcador Benchmark
protein ladder. Carril 1.- Proteina E vacunal (FortDodge®); carriles 2 al 5y 7 -8.- Callos
embriogénicos de maiz transformados con la construccién INIFAP-VON 3301; carril 6.-
Control negativo (pCambia 3301). La flecha negra muestra la proteina de alrededor de 68

kDa en los cultivos transformados con la secuencia de interés.

Los resultados del Western blot se muestran en la figura 17 en la que se observa la
expresion de la proteina E recombinante del virus del Oeste del Nilo en callos
embriogénicos de maiz, mantenidos con el agente de seleccion glufosinato de amonio

durante 3-4 meses.
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Figura 17. ldentificacion de la proteina E recombinante en callos embriogénicos de maiz
mediante Western blot. MPM.- Marcador Benchmark protein ladder. Carril 1.- Proteina E
vacuna comercial (Fort Dodge®); carriles 2 al 5y 7 -8.- Callos embriogénicos de maiz
transformados con la construccion INIFAP-VON 3301; carril 6.- Control negativo
(pCambia 3301). La flecha negra indica la expresion de la proteina E recombinante del
VON de aproximadamente 68 kDa.
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8.7 Cuantificacion de la proteina E expresada en callos embriogénicos de maiz.

La cuantificacion por densitometria fue llevado mediante la resolucion de los extractos
crudos de los callos embriogénicos en un gel de poliacrilamida al 10%, midiendo el area de
la proteina E detectada en el Western blot, comparandola con concentraciones previamente
conocidas de albumina sérica bovina, utilizada como control (figura 18). Posteriormente se
Ilevd a cabo un analisis de regresion, para conocer la cantidad de proteina E recombinante
en los 50 pg de proteina soluble total (PST), cargados en el gel de poliacrilamida.
Finalmente se realizaron los célculos correspondientes para conocer la cantidad presente
por un gramo de peso seco del tejido vegetal. Los resultados mostraron que en un gramo de
peso seco de callos transgenicos de maiz se encuentran 86 g de la proteina E recombinante
del virus de Oeste del Nilo, por lo que el porcentaje de expresion de la proteina fue del
0.86% de la proteina soluble total (PST).
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Figura 18. Gel de poliacrilamida al 10% de extractos crudos de callos embriogénicos de
maiz. Carril 1.- Marcador Benchmark protein ladder, carril 2.- Proteina E vacuna comercial
(Fort Dodge®); carriles 3 al 6 y 8 al 9.- Callos embriogénicos de maiz transformados con
la construccion INIFAP-VON 3301; carril 7.- Control negativo transformado con el vector

pCambia 3301. La flecha negra indica la proteina cuantificada en la densitometria.
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Figura 19. Curva de albumina sérica bovina para la cuantificacion de la proteina E del
virus del Oeste del Nilo en callos transgénicos de maiz tipo Il. Carril 1.- 1 pg de ASB,;

carril 2.- 2 ug de ASB; carril 3.- 3 ug; carril 4.- 4 ug; carril 5.- 5 ug; carril 6.- 6 pug y carril
7.-7HQ.
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IX. DISCUSION

En este estudio se reporta la transformacién genética de callos embriogénicos de maiz tipo
Il (Zea mays L), que expresan la proteina E del virus del Oeste del Nilo. Los callos
embriogénicos transformados con la construccion INIFAP-VON 3301 expresaron una
proteina de peso aproximado a los 68 kDa, la cual fue identificada con el anticuerpo
monoclonal anti-West Nile virus 8150 (Figura 17). La proteina E expresada en los callos
embriogénicos presentd un ligero incremento en su peso molecular en comparacion con la
proteina control (Fort Dodge®). La razon posible del incremento en el peso molecular de la
proteina E, es que al ser expresada en los callos embriogénicos de maiz podria sufrir
algunos procesos postraduccionales, tales como: glicosilacion o protedlisis lo que pudiera
optimizar su funcién segun lo reportado por Faye et al., 2005. La traduccion de la proteina
E recombinante expresada en los callos de maiz tipo Il, parece conservar los sitios
antigénicos en el epitope que reconoce el anticuerpo monoclonal anti-West Nile virus 8150.
El cual ha sido utilizado en la deteccién de anticuerpos en pollos mediante la técnica Mac-
ELISA, asi como, en estudios antigénicos, y en pruebas inmunohistoquimicas, mostrando
una alta sensibilidad y especificidad para el virus del Oeste del Nilo y virus Kunjin (Groves
et al., 2008; Adams et al., 1994; Scherret, 2001; Hofle et al., 2008). Este resultado sugiere
la posible conservacion de uno de los epitopes de la proteina E expresada en los callos
embriogénicos transformados, por lo que podria estimular la produccién de anticuerpos
neutralizantes contra el virus del Oeste del Nilo y asi, convertirla en una alternativa para el

desarrollo de una vacuna comestible.

La produccion de proteinas recombinantes en semillas de maiz ha sido ampliamente
estudiada, produciendo proteinas inmundgenicas para diversas enfermedades relevantes en
la salud animal, por ejemplo: Lamphear et al., (2002) y Streatfield et al., (2001) reportaron
la expresion de la glicoproteina S del virus de la gastroenteritis del cerdo en maiz
obteniendo un indice de expresion de 0.8% al 1.0% y 2% de la PST, respectivamente.
Guerrero-Andrade et al., (2006) reportaron la expresion de la proteina de fusion del virus
de la enfermedad de Newcastle en granos transgénicos de maiz. Los indices de expresion
de la proteina F recombinante en las lineas transgénicas obtenidas fue del 0.95% al 3% de

la proteina soluble total (PST), la cual fue cuantificada mediante densitometria.
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Por otra parte, Loza-Rubio et al., (2008b) reportaron la expresién de la glicoproteina G del
virus del la rabia en semillas transgénicas de maiz obteniendo un indice de expresion del
1% de la PST, cuantificada mediante densitometria. El indice de expresién de la proteina E
obtenida en callos transformados de maiz fue del 0.86%, la cual fue cuantificada mediante
densitometria. La expresion de la proteina E recombinante se encuentra dentro de los
niveles de expresion reportados 0.8-3%. Sin embargo, si se toma en cuenta que la expresion
de la proteina E del VON fue en callos embriogénicos y no en las semillas de maiz,
muestran un incremento en la expresion al ser comparados con los obtenidos en cultivos
celulares de tabaco 0.007% de la PST, y soya 0.0008% PF reportado por (Smith et al.,
2002). La transformacion genética en plantas esta dirigida a una adecuada eleccion del tipo
de explante y el uso de promotores especificos para la expresion genética. La eleccion del
tipo de explante se tomo en cuenta de acuerdo al indice de proliferacién que presentan los
callos embriogénicos de maiz tipo Il, comparados con el tipo I, lo que constituye un factor
importante en la contribucion a una alta densidad de células transformadas y un mejor

indice de propagacion del tejido transgénico (Aulinger et al., 2003).

En este estudio la transformacion mediante el método de biobalistica, mostrd ser un método
eficaz para la transformacion de callos embriogénicos de maiz. La insercion del transgén
mediante RT-PCR mostrd la amplificacion de un producto aproximado a las 700 pb, que
correspondia a la expresion del gen E del virus del Oeste del Nilo (Figura 14), sugiriendo
la incorporacion y la trascripcion del gen de interés en el genoma vegetal. La insercion del
transgen varia de acuerdo al método de transformacion. Los métodos comuinmente
utilizados en cultivo de tejidos vegetales es mediante biobalistica y la infeccion por
Agrobacterium tumefasciens. Southgate et al., (1995) reportaron que en el método de
biobalistica, s6lo el 7.5% de las particulas bombardeadas, se encuentran dentro del nucleo,
mientras que un 79.8% se localizan dentro de vacuolas celulares y un 12.7% en el
citoplasma. Esto recae en que sélo un pequefio porcentaje de células incorporan el transgen
dentro de su genoma. Por lo tanto, es indispensable realizar cinéticas de crecimiento del
cultivo para identificar en que momento se lleva a cabo la fase exponencial, para optimizar

la incorporacion del transgen en el ADN gendmico.
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El uso de genes que confieren resistencia al agente de seleccion en plantas (bar o pat), es
indispensable para la seleccion y proliferacion de las células transformadas. La mayoria de
las estrategias para la seleccion en plantas, se basa en la inhibicion del crecimiento de las
células no trasformadas, es decir se hace uso de un sistema de seleccién positiva (Klein et
al., 1993; Jiménez-Villalobos, 2006).

Los genes reporteros han sido de gran utilidad, para la deteccion temprana de explantes
transformados, uno de los genes reporteros comunmente utilizados en plantas es el gen
uidA, que codifica para la proteina B-glucoronidasa. Para identificar a las 48 horas
posbombardeo se realizo una prueba de expresion transitoria en los callos embriogénicos de
maiz bombardeados y controles para la identificacion de la proteina p-glucoronidasa. Los
resultados de la prueba histoquimica mostraron zonas de coloracién azul indigo en los
explantes transformados con la secuencia y controles positivos (Figura 11B y 11C). Los
callos embriogénicos bombardeados solamente con balas M5 (control negativo),
presentaron pequefias zonas con coloracion azul menos intensas (Figura 11A), la causa
probable de esta coloracion podria deberse a la expresion enddgena de la proteina -
glucoronidasa en maiz aunque hasta el momento no ha sido reportada. Los callos
embriogénicos de maiz tipo Il transformados con el plasmido pCambia 3301 y la
construccion INIFAP 3301 mostraron la expresion de la proteina B-glucoronidasa, como
resultado de la insercion del trangen uidA en los callos embriogénicos de maiz tipo Il. En
base a los resultados de la prueba histoquimica, se realiz6 un Western blot utilizando un
anticuerpo policlonal para la deteccion de la proteina B-glucoronidasa. Los resultados
mostraron la expresion de una proteina de 66 kDa en los callos embriogénicos de maiz
bombardeados con la construccién INIFAP-VON 3301 y control positivo. La expresion de
la proteina de 66 kDa detectada en el Western blot en los callos bombardeados con la
construccion que contiene al gen reportero concuerda con la proteina p-glucoronidasa
expresada en maiz (Kusnadi et al., 1998) (Figura 13). Jefferson y Wilson (1991)
argumentaron que la expresion enddgena del gen uidA podria ser por el incremento en la
actividad enzimatica, y a su vez esta podria ser facilmente eliminada por tratamientos
simples, como el incremento en el pH, la adicion de metanol al buffer de reaccion o por
tratamiento con calor (Kosugi et al., 1990; Jefferson y Wilson, 1991, Hansch et al, 1995;
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Gillisen et al, 1998). En los ensayos realizados para la prueba histoquimica, se modifico el
buffer de fosfatos a diferente pH; para disminuir la expresion del gen reportero uidA en
callos embriogénicos de maiz no transformados, se observo que a un pH de 8.8 la expresion
disminuia de manera importante, pero no se lograba erradicar por completo. Mascarenhas y
Hamilton (1992) argumentaron que la prueba de expresion transitoria del gen uidA en
cultivos celulares, presenta una alta sensibilidad por el sustrato, pero suele estar propenso a
la produccion artefactos. Por tal motivo en este estudio se considerd necesaria la aplicacion

de pruebas complementarias para la identificacion del gen reportero uidA.

Una de las prioridades en el establecimiento de un protocolo de transformacién genética de
plantas es la eleccién del promotor y la naturaleza del explante en donde se desea expresar
el gen de interés. La expresion de la proteina E del virus del Oeste del Nilo fue dirigida por
el promotor CaMV35S del virus del mosaico de la coliflor que presenta diversas
caracteristicas de interés como son: ser de naturaleza constitutiva, lo que permite la
expresion del transgen en todas las partes de la planta, estar ampliamente probado en
especies dicotiledoneas y monocotileddneas, en donde se han reportado altos niveles de
expresion del transgen (Gandhi et al., 1999). Wally et al., (2008) compararon la expresion
de la proteina B-glucoronidasa con cinco diferentes promotores en raices y hojas de
zanahoria (Daucus carota L.). Los resultados que obtuvieron fueron altos niveles de
expresion de la proteina B-glucoronidasa en plantas con el promotor CaMV35S, Doble
CaMV35S (DCaMV35S) y el promotor de ubiquitina UBQ3, en comparacion cuando
fueron dirigidas por los promotores mannopine sintasa (mas2) y el promotor de
Agrobacterium rhizogenes (rolD). Los altos niveles de expresion de la proteina pB-
glucoronidasa fueron observados en raices y tejidos vasculares de las plantas transformadas
con el promotor CaMV35S, DCaMV35S y UBQ3. Cuando la expresion de la j-
glucoronidasa fue cuantificada, el promotor UBQ3 presenté un mayor nivel de actividad en
raices de plantas maduras, pero los promotores CaMV35S y DCaMV35S presentaron
mayores niveles de actividad en las hojas de las plantas. EI promotor CaMV35S del virus
del mosaico de la coliflor mostr6 ser eficaz para la expresion a nivel transcripcional y
traduccional de la proteina E del virus del Oeste del Nilo en callos embriogénicos de maiz

tipo I1.

59|Pagina



Prakash et al., (2008) compararon el efecto de dos promotores en maiz: Os-Actinal de
arroz y CaMV35S. Utilizo como explante 5,000 embriones inmaduros repartidos en cuatro
experimentos independientes para cada uno de los dos promotores. Los niveles de callos
resistentes fueron més altos con el promotor Os-Actinal en comparacion al promotor
CaMV35S en todos los experimentos. No existieron diferencias entre la frecuencia de
regeneracion o en las caracteristicas morfologicas de las plantas obtenidas con ambos
promotores, aunque el indice de escapes fueron bajos en los callos transformados con el
promotor Os-Actinal, en comparacion al promotor CaMV35S. EI menor nimero de copias
de la insercion fue significativamente alto con el promotor CaMV35S. Con base en estos
resultados, los autores infieren que el tipo de promotor es un factor importante que se debe
considerar en el establecimiento de protocolos de transformacion, teniendo influencia no
solamente en la frecuencia de transformacion, si no también en el nimero de copias del
inserto en las plantas transgénicas. Debido a que un mayor nimero de copias insertado en el

DNA genomico de la planta, pudiera ocasionar silenciamiento del gen de interés.

Las semillas de maiz presentan caracteristicas atractivas incluyendo; 1) la produccion y
almacenamiento de proteinas recombinantes; 2) establecimiento de la infraestructura para la
produccion, cultivo, transporte, almacenamiento, y procesamiento; 3) disminucién en los
costos de produccion; 4) libre de contaminantes patogenos; 5) la relativamente facil
manipulacion genética para la produccion de plantas transgénicas que expresen proteinas
antigénicas de interés. A lo largo del tiempo tres diferentes compafiias han desarrollado
productos utilizando maiz para la produccién de proteinas, incluidas ProdiGene, Epicyte
Pharmaceuticals Inc. y Monsanto Company. En este estudio no se logro la obtencion de
plantas adultas de maiz debido a que las plantas regeneradas obtenidas en condiciones in
vitro, al momento de aclimatizarlas, no lograron continuar su crecimiento, probablemente
como respuesta a los cambios en el medio ambiente y las condiciones de estrés a las que
fueron sometidas, dando como resultado la muerte de la plantula (Green, 1892); por lo que
como recurso final se utilizaron los callos embriogénicos de maiz, para la expresion de la

proteina E recombinante del virus del Oeste del Nilo.
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La bioencapsulacion natural de las proteinas en callos embriogéncos o granos de maiz,
puede incrementar su vida media en el intestino y promover la presentacion del antigeno en
la superficie mucosal. Si bien la infeccién del virus del Oeste del Nilo se da por via
sistémica y nuestra vacuna principalmente induce la produccién de anticuerpos a nivel
mucosal, se ha observado que para otras enfermedades este tipo de vacunas puede producir
anticuerpos neutralizantes e inducir una respuesta inmune celular capaz de conferir

proteccion ante el desafio contra cepas letales (Loza-Rubio, 2008; Rojas-Anaya, 2009).

La biotecnologia en plantas es un area relativamente nueva para la obtencion de productos
de gran valor como vacunas, proteinas terapéuticas, enzimas y quimicos especificos. Los
costos relativos utilizando plantas o cultivos celulares como biorreactores, se estiman a ser
de 20 a 1000 veces menores, comparado con sistemas de células de mamiferos o animales
transgénicos, respectivamente. Se sugiere que el empleo de este sistema de expresion

podria ser viable para la expresion de antigenos humanos y de interés veterinario.
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X. CONCLUSION

s Se logr6 expresar una proteina de aproximadamente 68 kDa en callos
embriogénicos de maiz tipo 1, que de acuerdo a los ensayos de RT-PCR y Western
blot se trata de la proteina E del virus del Oeste del Nilo, manifestandose con una
expresion de 0.86 pg/g de PST.

XI. PERSPECTIVAS

¢ Realizar espectrometria de masas a la proteina obtenida con el proposito que se trata
de la proteina E del virus del Oeste del Nilo.

% Realizar ensayos inmunogénicos en animales de laboratorio, para evaluar a la
proteina expresada en callos embriogénicos de maiz tipo II.
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XIl. ANEXO
MEDIOS Y SOLUCIONES

Preparacién de particulas de Tungsteno Guerrero Andrade (1998).

1. Pesar 60 mg de particulas de tungsteno de 0.4 um de diametro y colocarlas en un tubo de
centrifuga de 15 ml.

Afadir 2 ml de acido nitrico y 1 ml de agua desionizada esteéril, sonicar brevemente.
Centrifugar los tubos a 10,000 r.p.m. durante 10 a 30 segundos.

Eliminar el sobrenadante y se agregar 1 ml de etanol absoluto, sonicar brevemente.
Centrifugar brevemente de 10 a 30 segundos a 10,000 r.p.m.

Eliminar el etanol y agregar 1 ml de agua desionizada estéril, sonicar brevemente.

Separar en alicuotas 200 pl de la suspension en tubos de 1.5 ml.

Afadir 750 pl de agua desionizada estéril a cada tubo.

Almacenar las alicuotas a -20°C.

oSN~ WD

Adsorcion del DNA a las microparticulas. (Klein et al, 1988)

1. Enuntubo 1.5 ml se colocan 50 pl de la suspension de microparticulas de tungsteno.

2. Seadiciona 5 ul de DNA (1ug pl ™).

3. Afadir 50 pl de cloruro de calcio (CaCly) 25 M y 20 ul de espermidina 0.1 M por
separado.

4. Homogenizar los componentes por pipeteo durante 2 minutos.

5. Centrifugar la mezcla durante 5 a 10 segundos a 13,000 rpm.

6. Eliminar 100 pl del sobrenadante.

7. Resuspender las microparticulas en el liquido remanente (25 pl).

Prueba de expresion transitoria de GUS (Jefferson, 1987)

1. Los explantes bombardeados se colocan en tubos de cristal y a cada uno se le agrega
solucion de X-gluc® hasta que los explantes sean cubiertos totalmente y se incuban a
37°C por un periodo de 48 hrs.

2. La solucién X-gluc® se desecha y los explantes se lavan dos veces con Buffer “Z” pH
7.4.

3. Lavar los explantes con etanol al 70% en cuatro ocasiones.

4. Eliminar la clorofila con una solucion de acetona-metanol (1:3), lavar los explantes en
varias ocasiones realizando cambios de la solucion.

5. Por altimo se lavan los explantes con buffer Z para eliminar los residuos de la solucion
anterior.
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SOLUCIONES PARA LA PREPARACION DEL SUSTRATO DE X-GLUC®

Reactivo Concentracion Stock 10X | Cantidades para 25
(mM) ml de sustrato

(ml)

Amortiguardor de fosfatos 100 1M 2.5

de sodio (pH 7.0y 8.5)

EDTA 10 100mM 2.5

Ferrocianuro de Potasio 0.5 5mM 2.5

Ferricianuro de Potasio 0.5 5mM 2.5

Triton X-100 0.5 5mM 2.5

X-Gluc* 1mg 5mM 25mg

*Se tiene que disolver en DMSO previamente
La mezcla se afora a 25 ml con agua desionizada estéril y se almacena a-20°C

SOLUCIONES PARA LA EXPRESION TRANSITORIA

a) Buffer “Z2”*
REACTIVO Concentracion Cantidad en (g) para
(mM) 500 ml
Fosfato de Sodio (monobésico) 40 2.76
Fosfato de Sodio (dibasico) 60 2.46
Cloruro de Potasio 10 0.37
Sulfato de magnesio (heptahidratado) 1 0.12

*El pH se ajustaa 7.0 u 8.0

b) Etanol al 70%

Etanol absoluto (ml)

Agua Destilada/Estéril (ml)

350 150
c) Mezcla de Acetona-Metanol (1:3)
Acetona (ml) Metanol (ml)
166 498

d) Glicerol al 50%*

Glicerol absoluto (ml)

Agua Destilada/Estéril (ml)

250

250

*Esterilizar en autoclave durante 18 min a 1.3Kg/cm™

Anélisis de restriccion de la construccion INIFAP-VON 3301.

La construccion INIFAP-VON 3301 se digirio con las siguientes enzimas: Kpn 1y Nco |

15 ul de agua desionizada estéril.

2 pul de buffer 1 (Invitrogen®)

0.5 ul de enzima Kpn | (Invitrogen®)
0.5 pl de enzima Nco | (Invitrogen®)
2 pul de plasmido.
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Homogenizar todos los componentes de la mezcla por pipeteo e incubar a 4°C durante toda la
noche. Observar el producto de la reaccion en un gel de agarosa al 0.8% y se visualizarlo en
un transiluminador de luz UV.

Extraccion de proteinas de callos embriogénicos de maiz.

N

oA

En tubos de 1.5 ml colocar 200 mg del tejido previamente molido en nitrogeno liquido.
Afadir 200 pl de buffer de extraccion de proteinas*, homogenizar perfectamente el tejido
por vortexeo.

Centrifugar las muestras a 15, 000 rpm durante 15 minutos.

Recuperar el sobrenadante en tubos nuevos, evitando tomar otras fases.

Repetir los pasos 3y 4.

Almacenar las proteinas solubles totales a -20°C.

Cuantificar las proteinas solubles totales (PST) en el programa Microplate 5.0 (BioRad®),
utilizando el método de Bradford (BioRad®).

*Buffer de extraccién de proteinas.

EDTA 10mM
Na;HPO, 0.15%
KH,PO4 0. 04%
Triton 100X 0.1%
NaCl 0.61%
Ascorbato de Sodio 5 mg/mL™**
PMSF 1 mM*

*Adicionar al momento de utilizarlo.

Western Blot para la proteina B-glucoronidasa.

Correr las proteinas solubles totales en un SDS-PAGE 10%.

Activar la membrana de PDFV con metanol absoluto y enjuagar la membrana con agua
desionizada estéril.

Preparar una mezcla del amortiguador de transferencia CAPS 100 uM (10 ml) + Metanol
absoluto (10 ml) y aforar con agua desionizada a 100 ml.

Poner la membrana junto con el gel de poliacrilamida en la solucion preparada durante 30
minutos.

Realizar la transferencia a 75 mA durante 1 hora 30 minutos.

Posterior a la transferencia la membrana se tifie con rojo de Ponceau al 0.5% para
verificar que la transferencia se haya llevado a cabo correctamente.

La membrana se trata con las soluciones Restore A y B (Chemicon®), para remover los
residuos del colorante.

Lavar la membrana con PBS 1X durante 10 minutos.

Bloquear la membrana con PBS al 5% de leche descremada, mediante 1 hora 30 minutos.
Enjuagar la membrana realizando 3 lavados de 5 minutos c/u con PBS.
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10. Incubar el primer anticuerpo anti B-glucoronidasa 1:1,000 (Invitrogen®) disuelto en

11.

12.

buffer de blogueo al 0.5% de tween 20, durante toda la noche a 4°C.

Repetir los lavados con PBS, al dia siguiente e incubar el segundo anticuerpo anti 1gG-
conejo 1:5,000 (Sigma®) disuelto en buffer de bloqueo 0.5% de tween 20, durante 1 hora
30 minutos a 4°C.

Repetir los enjuagues con PBS, retirar los residuos y aplicar las soluciones de revelado
por quimioluminiscencia (Millipore®).

13. Revelar en una placa fotografica (Kodak®) y fijar la placa. Almacenar los resultados para

su analisis.

Western Blot para la proteina E del virus del Oeste del Nilo.

1.
2.

10.

11.

12.

13.

Correr las proteinas solubles totales en un SDS-PAGE 10%.

Activar la membrana de PDFV con metanol absoluto y enjuagar la membrana con agua
desionizada estéril.

Preparar una mezcla del amortiguador de transferencia CAPS 100 uM (10 ml) + Metanol
absoluto (10 ml) y aforar con agua desionizada a 100 ml.

Poner la membrana junto con el gel de poliacrilamida en la solucién preparada durante 30
minutos.

Realizar la transferencia a 75 mA durante 1 hora 30 minutos.

Posterior a la transferencia la membrana se tifie con rojo de Ponceau al 0.5% para
verificar que la transferencia se haya llevado a cabo.

La membrana se trata con las soluciones Restore A y B (Chemicon®), para remover los
residuos del colorante.

Lavar la membrana con PBS 1X durante 10 minutos.

Bloquear la membrana con PBS al 5% de leche descremada, mediante 1 hora 30 minutos.
Enjuagar la membrana realizando 3 lavados de 5 minutos c/u con PBS.

Incubar el primer anticuerpo anti West Nile virus 8150 1:1,000 (Chemicon®) buffer de
bloqueo al 0.5% de tween 20, durante toda la noche a 4°C.

Repetir los lavados con PBS, al dia siguiente e incubar el segundo anticuerpo anti 1gG-
ratobn NIF825 1:3,000 (Amersham Bioscences®) buffer de bloqueo al 0.5% de tween 20,
durante 1 hora 30 minutos a 4°C.

Repetir los enjuagues con PBS, retirar los residuos y aplicar las soluciones de revelado de
qguimioluminiscencia (Millipore®).

Revelar en una placa fotografica (Kodak®) y fijar la placa. Almacenar los resultados para
su analisis.

CAPS 100 uM (acido 3-(ciclohexilamino)-1propanosulfonico).

4.426 mg CAPS (Sigma®).
Disolver en 200 ml de agua desionizada estéril.

AjustarapHa 1l
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Solucién Salina Fosfatada (PBS 10X).

NaCl 80.0g
KCI 2049
KH,PO, 2.7¢
Na,HPO, 14.4g¢

Disolver en 500 ml de agua desionizada. Ajustar a pH 7.2-7.4 y aforar a 1 Litro.
Bis-Acrilamida al 30%

Acrilamida 29.2 g
Bis-acrilamida 08¢
Agua desionizada c.b.p. 100 ml

Amortiguador del gel apilador 2X (pH 6.8).
Tris-HCI 7.88¢
SDS 04 g
Agua desionizada c.b.p. 100 ml
Amortiguador del gen separador 2X (pH 8.8).
Tris-HCI 23.64 g
SDS 04 ¢
Agua desionizada c.b.p. 100 ml

Buffer de Corrida SDS-PAGE

Tris base 3.03¢g
SDS 10 ¢
Glicina 144 ¢
Agua desionizada 1.0 litro

Solucién de Tefido Coomasie SDS-PAGE

Agua bidestilada 227 ml
Metanol Absoluto 227 ml
Acido acético glacial 45 ml
Coomasie R250 1.25¢

Nota: Disolver en agitacién y almacenar en un frasco ambar. El reactivo es estable y reciclable
bajo estas condiciones.
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Solucion decolorante SDS-PAGE

Agua bidestilada 227 ml
Metanol Absoluto 227 ml
Acido acético glacial 45 ml

Nota: El reactivo es reciclable filtrandolo en carbon activado, se desecha cuando presenta una
coloracion azul intensa. EI SDS-PAGE se sumerge en el reactivo en agitacion constante y
realizando cambios constantes en la solucion.
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