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RESUMEN

La fiebre porcina clasica es una enfermedad viral altamente contagiosa de dificil
erradicacion. Aunque la mayoria de los Estados en México estan declarados libres
de la presencia de dicha enfermedad, existen brotes aislados que han resultado
positivos en los ensayos seroldgicos de rutina ocasionados por virus pertenecientes
a la misma familia del virus de la fiebre porcina clasica, debido a la homologia que
tiene con la diarrea viral bovina,. En México no existe una metodologia molecular
especifica para detectar la presencia de anticuerpos contra el virus de la fiebre
porcina clasica. En el presente trabajo se inicié con el desarrollo de una plataforma
que permitiera el reconocimiento especifico de anticuerpos contra la proteina E2
del virus de la fiebre porcina clasica. Para este propdsito, se planed una estrategia
que consiste en la generacion de particulas tipo virus quimérico que exponen de
manera superficial una secuencia altamente conservada entre las cepas del virus
de la fiebre porcina clasica, la cual no se encuentra en las cepas de diarrea viral
bovina. Se transformaron explantes de N. fabacum con un plasmido binario que
posee un gen quimérico formado por el antigeno de nucleocépside del virus de la
hepatitis B y la secuencia TAVSPTTLR de la proteina E2 del virus de la fiebre
porcina clasica y se demostré la presencia de trangén mediante la técnica de PCR.
Asimismo, se determind la expresién del transgén mediante RT-PCR. Ambas
pruebas demuestran que se pudieron obtener lineas estables de tabaco que
poseen y expresan el gen quimérico. Las lineas obtenidas de este trabajo pueden
ser aprovechadas para el desarrollo de un diagnoéstico diferencial de fiebre porcina
clasica, asi como para la generacion de una vacuna que permita la distinciéon entre
animales vacunados e infectados.



I. INTRODUCCION

Desde la aparicion de la fiebre porcina clasica (FPC) en la década de 1830 en
los Estados Unidos de América, esta enfermedad ha sido una de las que mas
pérdidas econémicas han provocado a la porcicultura mundial y juega un rol muy
importante en la apertura o cierre de mercados de sus productos. En México existe
una campaiia de control y erradicacién de la FPC basada en Ia vacunacion

intensiva, la cuarentena y el sacrificio de los animales infectados.

La FPC es una enfermedad viral altamente contagiosa y es considerada la
enfermedad mas importante del cerdo, por lo que es una de las 16 en la lista de
enfermedades de la Organizacion Internacional de Sanidad Animal (OIE). Afecta a
los cerdos de todas las edades y puede presentarse en una forma aguda,
subaguda, crénica, atipica o inaparente. Aquelios animales infectados de una forma
persistente con el virus de la FPC son la principal causa del mantenimiento de la

infeccion y solo puede ser diagnosticado en laboratorios especializados.

El término pestivirus (del latin pestis) fue acufiado en 1973 para agrupar a los
virus de la fiebre porcina clasica (VFPC) vy el virus de la diarrea viral bovina
(VDVB), que afectan porcinos y bovinos, respectivamente; posteriormente, se
incluyé en este grupo al virus de la enfermedad de la frontera (VEF), que afecta los
ovinos. Estos pestivirus tienen en comun caracteristicas en su genoma, morfologia
y la relacién antigénica; mientras su posicién taxonémica los agrupa dentro de la

familia Flaviviridae.

El VFPC y el VDVB son patdgenos para rumiantes, pero el VDVB puede
también infectar el ganado porcino causando en ocasiones infecciones con cuadro
clinico y lesiones similares a la enfermedad de FPC. Se ha comprobado que ciertas
cepas del VFPC inducen anticuerpos neutralizantes frente al VDVB, y que cerdos
inoculados con VDVB pueden ser inmunizados parcialmente frente a VFPC.



Las mayores diferencias antigénicas entre VFPC vy otros pestivirus se
encuentran sobre la glicoproteina E2, como lo demuestran distintos estudios
realizados utilizando anticuerpos monoclonales (AcM) dirigidos frente a diferentes
epitopes de esta proteina. Esta glicoproteina esta altamente conservada entre los
pestivirus y es esencial para generar una reaccién en el animal produciendo

anticuerpos policlonales neutralizantes contra dicho virus.

Actualmente se utilizan particulas tipo virus (PTV’s) no infecciosas para
exponer secuencias de aminoacidos provenientes de agentes infecciosos,
generando una respuesta de anticuerpos de manera especifica. Estas particulas
son un método viable para exponer una secuencia corta de la glicoproteina E2 del
VEPC en un sistema bioldgico de interés, para ser utilizado en el diagnéstico clinico
de la enfermedad FPC.

La infeccién de los cerdos por los pestivirus puede ser un problema para el
diagnostico seroldgico, ya que la homologia antigénica y genética, asi como los
anticuerpos inducidos por la infeccion tanto del VDVB como del VEF pueden dar
falsos positivos. En México no se ha desarrollado la metodologia de tipo molecular
para un diagnéstico altamente especifico de la FPC. Debido a esto, el presente
trabajo pretende establecer una plataforma para el desarrolio de un diagnéstico
anico que cubra la necesidad de las técnicas complementarias y confirmatorias,
eliminando, de esta manera, falsos positivos que origina la reaccion cruzada de

anticuerpos contra los antigenos de oiros pestivirus.



Il. ANTECEDENTES
I1.1 La Fiebre Porcina Clasica

La fiebre porcina clasica (FPC) es una enfermedad virica que afecta al ganado
porcino. Fue descrita por vez primera en Ohio, estados Unidos de América (EUA) a
principios del siglo XIX, apareciendo luego en Europa en 1862. (Sanchez-Vizcaino,
2003). Hoy en dia estad ampliamente distribuida en los cinco continentes.

La FPC es la enfermedad viralmente infecciosa mas importante del cerdo, es
altamente contagiosa y tiene una gran importancia como enfermedad
transfronteriza, por lo que esta incluida en la lista A de la Organizacion Mundial de
Sanidad Animal (Moennig, 2000), jugando un papel importante en la apertura y
cierre de mercados de productos porcinos causando importantes pérdidas

econdmicas a esta industria (Pinto, 2003).

El agente causal de esta enfermedad es el virus de la fiebre porcina clasica
(VFPC), un miembro del género Pestivirus dentro de la familia Flaviviridae (Chen y
col., 2008). Su hospedero natural son los animales que pertenecen a la familia
Suidae, siendo susceptibles no solo el cerdo doméstico sino también el silvestre
(Moening, 2000). El virus es capaz de replicarse en otras especies animales como
jabalies, venados, conejos y animales de experimentacion, provocando una

reaccion febril, practicamente asintomatica (Sanchez-Vizcaino, 2003).
11.1.1 Patogenia y transmision
La FPC es una enfermedad de caracter hemorragico que se puede manifestar

en su forma aguda, subaguda o cronica y suele penetrar en el organismo por

ingestion, inhalacion, piel o semen (Van Oirschot, 2003; Toledo y col., 2007).








































































le confiere resistencia a un antibiético y que esta localizado en el cromosoma o en

el plasmido Ti (Hellens y col., 2000).

Cuadro 3. Seleccion de el vector binario Ti (Hellens y col., 2000).

"RB pRK2  pRK2  Si

1777

pBIN19 9
pC22 17 500 2 Ampicilina RB pRi ColE1 Si
pGA482 13 200 7 Tetraciclina RB pRK2 ColE1 Si
pPCV001 9 200 6 Ampicilina RB pRK2 ColE1 Si
pCGN1547 14 440 5 Gentamicin LB pRi ColE1 Si
pJJ1881 25700 4 Tetraciclina LB pRK2 pRK2 Si
pPZP111 8 909 9 Cloramfeni LB pVS1 ColE1 Si
pGreen029 4632 18 Kanamicina LB pSa puUC No

El vector binario Ti de E. coli puede ser transferido a Agrobacterium via

conjugacion bacterial o electroporacion.

I1.5.4 Electroporacion

Durante el clonaje molecular, se requiere la transformacion de E. coli para
multiplicar la construccion genética deseada, para lo cual, existen distintos
métodos. La electroporacién es un método que se basa en la aplicacion de elevado
voltaje a las células durante un periodo de tiempo muy corto. Durante ese tiempo,
las células despolarizan sus membranas y forman pequefios orificios por los que
penetran el ADN y/o moléculas que se encuentran alrededor. Pasada la
despolarizacién, mas del 90% de células sufren dafos irreparables y mueren, pero
el 10% se recuperan e incorporan las moléculas deseadas. Se obtiene una
eficiencia de entrada de moléculas cercanas al 100% de las células que

sobreviven.
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Ifl. HIPOTESIS

Es posible obtener lineas estables de tabaco que contengan y expresen la
secuencia TAVSPTTLR del péptido especifico de la proteina E2 del virus de la
fiebre porcina clasica fusionada a la secuencia codificante del antigeno de la

nucleocapside del virus de la hepatitis B.
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IV. OBJETIVOS

IV.1 General

Obtener lineas transgénicas de tabaco que contengan la fusion genética del
antigeno de nucleocapside del virus de la hepatitis B y el péptido especifico de la

proteina E2 del virus de la fiebre porcina clasica.
IV.2 Especificos

e Incorporar la secuencia TAVSPTTLR en la secuencia codificante del
antigeno de nucleocapside del virus de la hepatitis B para producir particulas

tipo virus quiméricas en plantas de tabaco.

o Construir un plasmido binario que expresa la proteina quimérica constituida
por el antigeno de nucleocapside del virus de la hepatitis B y la secuencia
TAVSPTTLR.

o Transformar explantes de tabaco mediante la técnica de agroinfeccién con el

plasmido binario para generar lineas transgénicas estables de tabaco.

o Demostrar la presencia del transgen en las lineas de tabaco transformantes
mediante PCR.

29



V. METODOLOGIA

La metodologia experimental que se utilizd en el presente trabajo se describe
en la Figura 15. A grandes rasgos, se disefiaron los oligonucledtidos que
corresponden a la secuencia codificante de la glicoproteina E2 del VFPC, se
incorporé ésta secuencia del péptido TAVSPTTLR en la regidén hidrofilica del
HBcAg (pBluescript Il KS (+/-)), que forma de manera espontanea particulas tipo
virus, de forma tal que cuando se formaron tales particulas, se expuso el péptido de
FPC en su superficie, generando particulas quimericas. El gen HBCcAg es un gen
sintético optimizado para la expresion en tabaco, por lo que se clon6 el gen
quimérico, que contiene el gen HBcAg y el péptido TAVSPTTLR, en un plasmido
binario para la transformacion de tabaco via A. tumefaciens. Finalmente, se verifico
la presencia del transgén en lineas transformantes de tabaco mediante la técnica
de RT-PCR.

V.1. Ubicacioén del ensayo

Los trabajos de construccion molecular, andlisis de las secuencias Yy
transformacion de la planta de tabaco se realizaron en los laboratorios de la
Division de Biotecnologia del Centro de Investigacion y Asistencia en Teenologia y
Disefio del Estado de Jalisco (CIATEJ A.C.); mientras que el trabajo de invernadero
se lievd a cabo en el Centro Universitario de Ciencias Biolégicas y Agropecuarias
(CUCBA) de la Universidad de Guadalajara (U. de G.) en Guadalajara, Jalisco.

V.2. Materiales
V.2.1. Plasmidos utilizados.

Los plasmidos utilizados corresponden al antigeno core del virus de la
hepatitis B (pHBc) incorporado al plasmido pBluescript Il KS (+/-), un plasmido

recombinante del virus de la hepatitis B (pHBV33) y un plasmido fusion.
30



Agrobacterium
tumefaciens

Nicotiana
tabacum

PCR —

Figura 15. Diagrama de flujo del procedimiento general.
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El plasmido fusion, denominado pHBc-FPC, contiene incorporado al plasmido

pHBc la secuencia codificante del epitope E2 del VFPC.

V.2.2. Reactivos

Se utilizaron los siguientes reactivos, los cuales fueron clasificados en los

Cuadros 4, 5y 6, segun el tipo de uso en el laboratorio.

Cuadro 4. Reactivos de uso general.

Medios de cultivo* Medio LB
Medio YEB
Agua desionizada Agua destilada
Nitrégeno liquido Cloroformo alcohol isoamilico

* Formulacion de los medios de cultivo en el ANEXO 1

Cuadro 5. Reactivos de uso molecula

Enzimas de restriccion
Amortiguador para enzimas de restriccion
Enzima de Ligacién T4

Bromuro de etidio

Syber Safe

mPM de 1 kb plus ladder

r.

Invitrogen

Invitrogen

Invitrogen

Invitrogen
Sigma
BioRad
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Cuadro 6. Reactivos para métodos de seleccién y crecimiento.

[ —

Ampiciina 100 mg/mL
Antibidtico de Kanamicina 50 mg/mL
seleccion Rifampicina 50 mg/mL
Cefotaxima 100 mg/mL
Crecimiento BAP 100 mg/mL

V.2.3. Material bioldgico.

El material bioloégico utilizado fue una cepa de Escherichia coli DH5a como

hospedero para las clonaciones, una cepa de Agrobacterium tumefaciens LBA4404

para realizar la agroinfeccion y Nicotiana tabacum como modelo de expresion de

las particulas quiméricas.

V.2.4. Equipos

Equipo

Modelo

Orbital (incubadora y shaker).
Centrifuga de mesa.

Incubadoras

Bafio recirculador con refrigeracion.
Incubadora con iluminacién controlada
Vortex.

Refrigerador a 4, -20 y -70°C.
Espectrofotdémetro (NANO-DROP).
Transiluminador

Analizador de imagenes.

Modelo G25 Incubator Shaker
Centrifuge 5414D eppendorf
Felisa® y Precision

Julabo F25

Vortex-2 Genie

ND-1000 spectrophotometer
White/2UV transilluminator
Universal Hood 1l
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V.3. Métodos

V.3.1. Disefio y alineacién de la secuencia TAVSPTTLR del epitope de la
glicoproteina E2 del VFPC.

Se utilizé el paquete informatico vector NT1® de Invitrogen para disefar los
oligonucleétidos (sentido y anti-sentido) de la secuencia TAVSPTTLR del epitope
E2 del VFPC, asi como los oligonucleétidos usados en la identificacion del mismo.

La alineacién de los oligonucledtidos (sentido y anti-sentido) de la secuencia
TAVSPTTLR, denominada mezcla FPC, se llevé a cabo tomando 1.6 nmol/uL de
cada uno y disolviéndolos en 2 uL de solucién amortiguadora especifica para la
actividad de las enzimas de restriccion Xbal y BamHI (Figura 16). Posteriormente,
se incubd la mezcla FPC en un bafio recirculador por 10 min a una temperatura de
82°C, la cual corresponde a 10°C por encima de la T (50 mM Na’) de los oligos.

Xbal @ BamHI (38)
TAVSPTTLR /

Epitope FPC
45 pb

Figura 16. Representacion esquematica de la Mezcla FPC.

V.3.2. Insercién de la regién codificante del epitope de VFPC en el gen del antigeno

de la nucleocapside del VHB.

La fusion de la region TAVSPTTLR del epitope de VFPC en el plasmido pHBc
del virus de la hepatitis B se obtuvo sometiendo a digestion con las enzimas de

restriccion Xbal y BamHI la mezcla FPC (Figura 16) y el plasmido pHBc (Figura 17),
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incorporado a pBluescript Il KS (+/-) previo a este trabajo, tal como se describen en

los Cuadros 7 y 8, respectivamente.

Kpn! (3568) Aval (1)
Xhol (1)
Ncol (145)

Xbal (371)
BamHlI (377)

Figura 17. Plasmido pHBc.

Cuadro 7. Tratamiento de digestion realizada a la Mezcla FPC.

26 uL Mezcla FPC

Incubacién a 37°C por 1 h.

Primera 1 uL Xbal Purificacién y concentracion de

3 uL Sol. amortiguadora acidos nucleicos.

26 L de la primera digestion
Incubacién a 37°C por 1 h.

Segunda | 1HL BamHI Purificacién y concentracién de

3 WL Sol. amortiguadora acidos nucleicos.
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Cuadro 8. Tratamiento de digestién realizada al plasmido pHBc.

AR AT S R

. "Tratdfiento "¢

- [

Incubacioén a 37°C por 1 h.
1 uL Xbal Purificacién del ADN con QIAquick
Primera . .
2 uL Sol. amortiguadora PCR purification kit protocol.
15 uL agua desionizada
Incubacién a 37°C por 1 h.
26 pL de la primera digestion 1 pL Bap (Invitrogen) e incubacién a
65°C por 1 h.
Segunda | 1 L BamHI 30 uL Cloroformo alcohol isoamilico,
extraer la fase organica.
3 pL Sol. amortiguadora Purificaciéon y concentracidén de acidos
nucleicos.

Posteriormente, la secuencia TAVSPTTLR se ligo al plasmido pHBc,
denominado pHBc-FPC, con 1 uL de ADN ligasa T4 a 16°C toda la noche en una

bafio recirculador.

Basados en el método de electroporacion se transformaron células
electrocompetentes de E. Coli DH5a con el plasmido pHB¢-FPC y un control que no
contiene la mezcla FPC. Las células transformadas se cultivaron en medio LB

sélido y ampicilina como antibiético de seleccién a 37°C por 18 h.

V.3.2.1. Verificacion de la presencia de la region codificante TAVSPTTLR.

El analisis de las colonias transformadas con la regiéon codificante
TAVSPTTLR se realizé por patron de bandas. Primeramente, se extrajo el ADN
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plasmidico usando el protocolo “Plasmid DNA purification using the QlAprep spin
Miniprep kit and microcentrifuge” de Invitrogen; enseguida, se realizé el tratamiento
de digestién enzimatica con 1 pL del juego de enzimas BamHI/Ncol (azul) ¢

Xbal/Sacl (verde) a 37°C por 1 h, tal como se ejemplifica en la Figura 18.

pHBCFPC
3,605 bp

Figura 18. Andlisis por digestion enzimatica del plasmido pHBc-FPC

La verificacién de la presencia de la regién codificante del epitope de la
proteina E2 del VFPC se llevé a cabo por electroforesis en gel de agarosa, que fue
retratado en un analizador de imagenes en presencia del programa informatico

Quantity One®.

Las colonias que presentaron la regién codificante TAVSPTTLR, se les
cuantificé la cantidad de ADN en un espectrofotémetro (NANO-DROP). Finalmente
las muestras de ADN positivas se mandaron secuenciar, mientras que las colonias
correspondientes de E. coli DH5a transformadas se almacenaron en el cepario del
CIATEJ a -70°C.
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V.3.3. Incorporar la fusién genética HBcAg-TAVSPTTLR en el plasmido pHBV33.
Las secuencias que codifican para HBcAg y la regién codificante del péptido
TAVSPTTLR que se encuentran fusionados en pBluescript Il KS (+/-), se

trasladaron al plasmido binario pHBV33 (Figura 19).

PFwat $13)

E:oRV(12800) BamHi (1231)
Mol mm\ Meot (1288)
— Sphl (1323)
Rool (11005) / T DNA Left Border - / Petl (1673)
> Ag? 3" 4
/ \\ Boil (1852)
Wel (113773 Apa (1967}
\/ \\ S el (1978)
/ NPTI1
, Bphi (2167)
P NOS M 1 (RN
Sphl [2500)
Pstl 2500)
Hincll (2510)
EsoRV(10084) P 335 x2e EcoRV 3080)
hot 3182)
pHBV33 IEV 3°-UIK
(13138 bp) 113326)
HAcAg
S

Xbal
BamH!

‘ vspB3' femifiiN
Pst] (90 Sacl (3850)
vepkt@069)

\ A
o \\ e d
~Kan., HBcAg | TAVSPTTLR

Figura 19. Plasmido pHBV33

Para esto, se digiri6 10 uL del plasmido pHBc-FPC y 3 pL del plasmido
pHBV33 con 1 pL de las enzimas Xhol / Sacl y se incub6é a 37°C por 1 h. En
seguida, las secuencias se separaron por electroforesis y se visualizaron en un
transiluminador UV, donde se seleccioné y se corté la banda correspondiente al
fragmento del plasmido deseado en base a su peso molecular. Esto se ejemplifica

en la Figura 20.
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pHBCcFPC

Figura 20. llustracién de las bandas correspondientes a los plasmidos
pHBcFPC y pHBV33.

Las bandas seleccionadas se purificaron utilizando el protocolo “QlAquick gel
extraction kit protocol” de Invitrogen y se evalué la cantidad de dcidos nucleicos
espectrofotométricamente para determinar la relacién en proporcion 1:4 de cada
uno. Posteriormente, las secuencias se ligaron con 1 pL de ADN ligasa T4 a 16°C
toda la noche, tomando 8 pL del plasmido pHBc-FPC y 3 pL del plasmido pHBV33.

El plasmido se denominé pHBV33-FPC y se transformo de igual manera en
células de E. coli DH5a por electroporacion y se inocularon en medio LB y

kanamicina como antibiético de seleccién a 37°C por 18 h.
El analisis de las células transformadas, se realizdé con el mismo patrén de

digestién enzimatica con el que se analizé al plasmido pHBc-FPC, utilizando el

juego enzimatico BamHI/Ncol o Xbal/Sacl.
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V.3.3.1. Verificar el gen quimérico HBc-FPC.

La presencia de la region codificante en el plasmido pHBV33-FPC se verifico,
de igual manera, por patrén de bandas en un gel de electroforesis, utilizando
ambos juegos de enzimas Xbal / Sacl y BamHI / Ncol, tal como lo muestra el
Cuadro 9: se utilizé un plasmido de pCambia (PBS CASS1 35S) como control.

Cuadro 9. Andlisis del gen quimérico por digestion del plasmido pHBV33-FPC.

| troI ) eta ntrol

16 pL 3uLBS 16 pL 3 uL PBS Ineubacid
PHBV33-FPC ~ CASS1 oHBV33-FPC  CASS1 neubacion @
37°C por1 h.
1 pL Xbal 1 pL Xbal 1 uL BamHI 1 uL BamHi
1 yL Sacl 1 yuL Sacl 1 pL Ncol 1 pL Ncol

Las colonias de E. coli DH5a transfermadas con el plasmido pHBV33-FPC se

almacenaron en el cepario del CIATEJ a -70°C.

V.3.4. Transformacién en planta de tabaco
V.3.4.1. Transformacion de A. tumefaciens
La transformacion de células electrocompetentes de la cepa LBA4404 de A.

tumefaciens con el plasmido pHBV33-FPC se llevé a cabo por el método de

electroporacién, de la siguiente manera:
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Cuadro 10. Ensayos de transformacion de A. tumefaciens.

pHBV33 1L
A. tumefaciens 100 pL 100 pL 100 pL

Las bacterias transformadas se cultivaron en medio LB solido con kanamicina
y rifampicina como antibiético de seleccién a 30°C por 48 h. Las colonias de A.
tumefaciens LBA4404 obtenidas se almacenaron en el cepario del CIATEJ a -70°C.

V.3.4.2. Transformacién de N. tabacum por A. tumefaciens

Previo a la transformacion, se propagaron semillas de tabaco de la especie N.
tabacum en medio MS y se incubaron a 28°C con un fotoperiodo de 16 h de luzy 8

h de oscuridad.

Se cultivé una colonia de LBA4404 de A. fumefaciens transformada de cada
uno de los ensayos correspondientes en 3 mL de medio YEB liquido con
kanamicina como antibidtico de seleccion a 28°C toda la noche con agitacion
constante en un orbital. Después, el pre-inoculo se cultivé en 50 mL de medio YEB

con kanamicina y se incub6 con las mismas condiciones.

Posteriormente, los cotiledones de la planta de tabaco se disecaron en una
caja petri con agua desionizada estéril a tamano aproximado de 1 cm?, eliminando
la nervadura central. Se colocaron 10 explantes por ensayo en una nueva caja petri
y se les afadi6 el medio de cultivo con A. tumefaciens transformada
correspondiente, cubriendo los explantes e incubandolos durante 5 min a

temperatura ambiente con agitacion constante.
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