/

UNIUERSIDAD auTOnNOMma
DE aGUASCaLIeENTES

CENTRO DE CIENCIAS BASICAS
DEPARTAMENTO DE QUIMICA

TESIS
PRODUCCION DE LACTOSTATINA EN CLOROPLASTOS DE
CHLAMYDOMONAS REINHARDTII

PRESENTA
Ana Rosa L6pez Limén

PARA OBTENER EL GRADO DE MAESTRA EN CIENCIAS EN BIOTECNOLOGIA
VEGETAL

TUTOR (ES)
Dr. José Francisco Morales Dominguez
Dra. Ruth Elena Soria Guerra

ASESOR (A)
Dra. Nora Lilia Vasco Méndez

Aguascalientes, Ags, 13 de Agosto del 2014



TESIS TESIS TESIS TESIS TESIS

TESIS TESIS TESIS TESIS TESIS



4

UnIUERSIDAD auToNOMa
DE aGuascallienNTes

Centro de Ciencias Basicas

L.A.Q.B. ANA ROSA LOPEZ LIMON

ALUMNO (A) DE LA MAESTRIA EN CIENCIAS EN EL
AREA DE BIOTECNOLOGIA VEGETAL.
PRESENTE.

Estimado (a) alumno (a) Lopez:

Por medio de este conducto me permito comunicar a Usted que habiendo
recibido los votos aprobatorios de los revisores de su trabajo de tesis y/o caso
practico titulado: “PRODUCCION DE LACTOSTATINA EN CLOROPLASTOS
DE CHLAMYDOMONAS REINHARDTII’, hago de su conocimiento que puede
imprimir dicho documento y continuar con los tramites para la presentacion de
su examen de grado.

Sin otro particular me permito saludarle muy afectuosamente.
ATENTAMENTE

Aguascalientes, Ags., 14 de agosto de 2014
“SE LUMEN PROFERRE"

EL DECANO
/< ﬂﬂmr,ma De 9

M.enC.J £SUS RUIZ GALLEGOS S
g ) .
B & 7
w g 2
= e G4G

' % CENTRO DE CIENCIAS

c.c.p.- Archivo BASICAS

JJRG,mjda




TESIS TESIS TESIS TESIS TESIS

TESIS TESIS TESIS TESIS TESIS



uniueRSsIDaAD auToNoOMma \
DE aGUAsSCauenTes ANIUERSARIO

M en C. José de Jesus Ruiz Gallegos
Decano del Centro de Ciencias Basicas
Presente:

Por medio de este conducto, le comunico que la alumna Ana Rosa Lépez
Limén, egresada de la Maestria en Ciencias en el area de Biotecnologia Vegetal,
ha concluido satisfactoriamente su trabajo de tesis titulado “PRODUCCION DE
LACTOSTATINA EN CLOROPLASTOS DE CHLAMYDOMONAS REINHARDTII”
que defendera en el examen de titulacion correspondiente.

Por lo anterior se considera que puede proceder a realizar los tramites
administrativos correspondientes y se le asigne la fecha de examen de grado.

ATENTAMENTE
“SE LUMEN PROFERRE"

¥z

Tutor responsable

Aguascalientes, Ags. A 13 de agosto de 2014



TESIS TESIS TESIS TESIS TESIS

TESIS TESIS TESIS TESIS TESIS



LiNrVERSIOAD AUTONOMA
D SAN LIS POTOSI

FACULTAD DE
CIENCIAS QUiMICAS
dir Tk Maraps] Kpss Mo 6

Fivrmn e e it « CP TEZIO

5 L Fotmel 51LR
Tl I RIE 3490 al
T (S34) BN 3T

ey T

San Lus Potosl, SLP, a 13 de Agosto oel 2014

M en C. José de Jesus Rulz Gallegos
Decans ded Centro de Clenclas Baslcas

FREEZEENTE

Por medic de este conducts, be comunico que la alumna Ana Rosa
Lopez Limon egresado de la Maestria en Ciencias en el area de
Biotecnologia Vegetal, ha conduido satisfactoriaments su trabajo de
tesis  fitulade “PRODUCCION DE LACTOSTATINA EN

CLOROPLASTOS DE CHLAMYDOMONAS REINHARDTIE que
defendera en &l examen de titulacion comespondiente.

Por lo anterior se considera que pusde proceder a realizar los
tramites administrativos comespondientes y s ke asigne la fecha de
examen de grado.

Sin otro particular agradezco las finas atenciones prestadas ala

presente soliciud

ATENTAMENTE

|
Dra. Ruih E. Sora Gusma

Co-director de tasls
Profesor invesdgador Mivel W1, 281 1
Faoutad de Ciernclas Quimicas, UASLP
Ax. Dr. WManee] Mava Moo &, Tel 2262440 Exf. 5431
nath. sona s P



TESIS TESIS TESIS TESIS TESIS

TESIS TESIS TESIS TESIS TESIS



UNIUERSIDAD auTonoma
DE aGUASCALIENTES

14 de Agosto del 2014

M en C. José de Jesls Ruiz Gallegos
Decano del Centro de Ciencias Basicas
Presente:

Por medio de este conducto, me es grato comunicarle que considero
finalizada la tesis de la alumna Ana Rosa Lépez Limén estudiante de la Maestria en
Ciencias en el area de Biotecnologia Vegetal, quien ha concluido satisfactoriamente
su trabajo de tesis titulado “PRODUCCION DE LACTOSTATINA EN
CLOROPLASTOS DE CHLAMYDOMONAS REINHARDTIP.

Requiriendo entre otros requisitos esta carta, para comenzar los tramites

para su titulacion.

ATENTAMENTE
“SE LUMEN BROFERRE"

/ >
SONF 7~ e

Dra. Nora Lilia Vasco Méndez
Asesora de la Tesis



TESIS TESIS TESIS TESIS TESIS

TESIS TESIS TESIS TESIS TESIS



AGRADECIMIENTOS

Agradezco a la Universidad Autdnoma de Aguascalientes (UAA) y a CONACYT por el
apoyo econdmico otorgado para el desarrollo de este proyecto.

Al Dr. José Francisco Morales Dominguez y a la Dra. Ruth Elena Soria Guerra por su
apoyo, aceptacién, comprension y confianza para el desarrollo del presente trabajo y
realizacion del mismo, ademas de su asesoramiento cientifico y estimulo para seguir
creciendo intelectualmente, por su disposicién permanente e incondicional para aclarar mis
dudas, por sus sustanciales sugerencias durante la realizacién de las actividades de
laboratorio, por todo eso y muchas cosas mads sélo me resta decirles GRACIAS!

A la Dra. Nora Vasco por su asesoramiento y buena disposicidn.

A la M en C Cristina Garciduefias por su valiosa colaboracién y buena voluntad en la
realizacion de muchas de las actividades del laboratorio.

A todos mis compariieros del laboratorio 60 de la UAA y del laboratorio de
Biorreactores de la UASLP, por su valiosa colaboracion y buena voluntad en las actividades
de laboratorio y porque mas que compafieros varios se convirtieron en muy buenos amigos.

A todos mis compafieros de maestria



TESIS TESIS TESIS TESIS TESIS

TESIS TESIS TESIS TESIS TESIS



DEDICATORIA

A mis padres:

Federico Guillermo Lépez Macias y Dolores Limén Ramos por su amor, comprensidn y apoyo
en todo momento, porque siempre estdn ahi cuando los necesito y porque a pesar de todo
siempre creen en mi.

A mi hermano:
Carlos Aurelio Lépez Limén por toda su ayuda.

A mis amigos y companferos de carrera por brindarme su apoyo en todo momento.



TESIS TESIS TESIS TESIS TESIS

TESIS TESIS TESIS TESIS TESIS



INDICE GENERAL.

INDICE DE TABLAS.....covtiieiectetetetetsestete ettt st aea e s s ae b s s s bbb s aeseses s s anas 4
INDICE DE FIGURAS. .....ovvieieieeteteteeeseete ettt sttt s s e se bbb aeseses s e 5
ACRONIMOS.....ceririiinriiiesiesie ettt 7
RESUIMEN. ...ttt ettt ettt b e bt s bt sa et e bt et e e bt e sbeesatesaneeaneebeenns 9
ABSTRACTEEII .. R T .t c et s e e esoennonsransnans 10
MIRODUCCION. .....ceoeeveeitrenecnencencnceecorere. SRR ... .. .. ... 11
ANTECEDENTES. ...ttt ettt ettt e e e e e e et e e e e e e e s bbbt e eeeeeeesannneneeeeeeeaanan 13
Clloie] 0] 1 o L S SRS S D S PR DU ... AOETTETO 14
Vectores para la transformacion genética de cloroplastos. .......cccoccvieeeeciiieccciiee e, 15
Recombinacion homMOIOZa. ........uueiiiiiie e e e e e et e e e ebae e e e 16
Expresion de proteinas recombinantes en microalgas..........ccccveeeeeiieeiceciee e, 16
Chlamydomonas reinhardtii. ......c.eeeiccieieiecieec e et e e e e e 17
Transformacion de C. reinhardtii. ......cooeeeieeieeiiee e 18
Bombardeo con MiCroproyECtiles........oeiicuiii it e e e 19
Produccidn de proteinas recombinantes en C. reinhardtii.........ccccoccoeeeiiiieeeiciiie e, 21
Promotores ULIIZadOs. ........ooueiiieiieieie ettt sb e st 22
Marcadores de seleccion y ZeNeS FEPOITEIOS. .....ccccccuiieeieiieeeeeieeeeettee e eee e e eetee e e eeaee e e e eaneeas 22
LT o1 uTo [T o] oY= Yot 4 AV /o XU 25
L oLl foleY [T A=Y o] =T o oY - P UER 26
(= ot {0 1] v 1 o - TSRO 31
Reaccidon en cadena de 1a polimerasa (PCR) ........ocoicuiieeeciiiee et 31
ELISA (Ensayo inmunoldgico ligado @ €NZiMas) ......cccueeeeieiiieceeiiee e e 32
ELISA Directo (ensayo ELISA simple de dos Capas). ..cceeeeeuieeeeeiiiee ettt 32



o BN [ Yo [T =Tt (o J TR 33

JUSTIFICACION. ..ottt sttt sttt sttt ettt et easa s sasasanan s s s s enanes 34
HIPOTESIS. ... etottieseese sttt 35
(0711 = 1 LV O N TPt 36
OBJETIVO GENERALL. ..ttt ettt ee ettt ettt eeteeeee e eeteeeeeeeeeseeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeeerenenes 36
OBJETIVOS PARTICULARES. ..ottt ettt teteteeeeeeeeeteeeeeeeeeeeeeseeeeeeeeeseeeeeeeeeeeeeeseeeeeeesenes 36
MATERIALY METODOS. .....ooovieieeeeeeeeeeeeeeeee e estesesesessssssssassssssesesssssssssasssssssssesesssesesesesessassssnas 37
Medios de cultivos Para Dacterias. ......uiiiiuiiii e 37
Medio de cultivo para Chlamydomonas reinhardtii.........ccccceeeeeciiiieeeee e, 38
Soluciones de antibidticos emMPleadas. ... 38
(O o [ o - Tot 4T g - [ o I PP RRSRN 38
Mantenimiento de [0S MiCroOrganiSMOS. ......cccciieiiiciiie et e e e e e see e e e eareeas 38
Gen SINTELICO Y PlASMIITOS. c.uvveeiieiiiie ittt e et e e et e e e sbee e e e sbaaeessaeeeeeeanes 39
Gen SINtELICO OPLIMIZATO: . ...uiiiiicieee e et e s e e e eate e e e enes 39
Vectores de expresion PAB3 Y PABA: ...cc.uueeiieeeiee ettt et e e e s e nbae e e e earaeas 39
Vectores de CloNACION .. ....ooui ittt s et 40
(0] 17707 0 [1]o] [=To 1 e Lo 3SR 40
Procedimiento eXperimental. ..o s 41
Transformacion de bacterias y seleccidon de transformantes........cccceveeiiiieiiciieccccciee e, 41
Seleccion de cloNas POSITIVAS. ...iiiccuiiiiiiciiie e e e e et e e e e naaeeeeas 41
Minipreparacion de ADN plasmidiCo. .....cccuiiiieiuiiiiiciiie e 41
Digestion con enzimas de reStriCCiON. .....ccuuii i 42
Purificacién de ADN a partir de geles de agaroSa........ccccccuveeeeeciieeeccciiee e e 42
Ligacion de fragmentos de ADN. .........oiiiiiiiie ittt ere e e eae e e e eaae e e e erae e e e aneeas 43
Amplificacion de fragmentos de ADN mediante PCR. ........coooviiiieiiiiiee et 43



Electroforesis de ADN en geles de aBaroSa. ....ccueieieiieeeiiiiee et erre e e 44

Preparacion de suspension de particulas de Oro........cccuveeeeeieieciiiiiieeee e 44
Preparacion del material para bombardeo. ........cooovcuiiiiiiiii i 44
Bombardeo con particulas de Or0. ......uiivciiii i 45
RESULTADOS. ...ttt ettt ettt e e et et e e ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s e s e e e e e e e e e e eeaeeeaees 48
Disefio del gen optimizado de lactostating. .....c.eeeveiiiiiiiiiie e 48
Identificacion del gen sintético mediante PCR .......ccciiiiiiiiiiiciiee et 50
Ligacion del gen sintético lactostatina en los vectores p463 y p464........cccceeeeeuveeeeciveeeecnneen. 50
Confirmacién de la construccion del cassette de clonacion.........ccccveevieeriieeniieeniiec e, 52
Seleccion de lineas transformantes de Chlamydomonas reinhardtii..........ccccceevviiieeneinnen.n. 55

Confirmacién de la integracion del gen sintético lactostatina en el genoma de cloroplasto de

Chlamydomonas reiNhardtii. ......cc.eeeeeciiiiieiiee et e e e e e e 56
Cuantificacion de la proteina recombinante por ensayo de ELISA..........cccoveiieciiieeeciineeeen, 58
DISCUSION DE RESULTADOS.......cucvveveiereeaesesetsssasessesesessssssessesesesssessssssesessesssssssesesssssssssesens 60
CONCLUSIONES. ...ttt ettt sttt sttt ettt et esbeeat e tesae et e steeatenbesbeentenbeeneetesneennas 64
GIOSARID.. . coooeietesertireereeeeranene S niiaerennnennees. 65
BIEIMBHERAF(A.............ooeeeeeececececencne B nesenesenceecees: AR 66
AINEXOS.. ettt ettt e e ettt b h s e et st b sheehe et et e ee e nbenbea e et eee et eaeene et eereenn 78



INDICE DE TABLAS.

Tabla 1. Marcadores de seleccion del genoma de cloroplasto de Chlamydomonas
1] =T o 11 SRR 24

Tabla 2.Genes reporteros disponibles para Chlamydomonas reinhardti. .................. 24

Tabla 3. Proteinas recombinantes de uso médico producidas en el cloroplasto de C.
(=71 0] 0 F= o | (OO ORSRRRS P P P 25

Tabla 4. REACHVOS ULIIZATOS. ......ooiieeeiee ettt ettt e e et e e seea e e e saeraeeeseeaaeeesas 37



INDICE DE FIGURAS.

Figura 1: Representacién esquemaética de los métodos de expresion de transgenes
en Chlamydomonas reiNNardii. ..o 21

Figura 2. Prevalencia del colesterol 2200mg/dL por grupos de edad y sexo en
PobIacion Urbana €N MEXICO .......ccviuieeeiieiete ettt ae e ennas 27

Figura 3. Se muestra la prevalencia de diferentes niveles de hipercolesterolemia de
acuerdo a grupos de edad, en la totalidad de la poblacién detectada con
RIPErENSION AIEIIAL ... 28

Figura 4. Se muestra la prevalencia de diferentes niveles de hipercolesterolemia de
acuerdo a grupos de edad, en la totalidad de la poblacién sin hipertension arterial. 28

Figura 5. Prevalencia de 4 factores de riesgo cardiovascular. Bajo cada columna
OBS (Obesidad), HTA (hipertension), HCL (hipercolesterolemia), GAA (Glucosa en
BIRIIN0). .. vosvrnsninronararensarsonsrnsnsnnssneresinanasassusssesmgrrssresesassacsassuosnrnnisssansassarenesner SNNNRE ........ 28

Figura 6. VECIOr PAB3 Y PABA........oouieeieieieieeiesitetesteteet ettt 39

Figura 7. Vector de clonacién pBluescript SK- (3000pb) para los vectores p463 y
IR, e S 0L 40

Figura 8. Vector de clonacion pUC57 (2710pb) para el gen sintético lactostatina... 40
Figura 9. Transformacién de Chlamydomonas por biobalistica ...........cccccecveveeennnen. 45

Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% del pUC57-lactostatina y los
VECTIOIES PABI Y PABA. ...ttt st sttt e s te e sbeesaaesatesabesbe e seenaes 49

Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% del ADN plasmidico obtenido de
la propagacién de los vectores pUC-lactostatina y p463y p464. ........ccccceevevevvennnnen. 49

Figura 12. Gel de agarosa al 0.8% correspondiente a la electroforesis de los
productos de la PCR con oligonucleétidos especificos para el gen sintético de la
[ACTOSTALING ...ttt ettt st b ettt s e bbb b e 50

Figura 13. Gel de agarosa al 0.8% correspondiente a la electroforesis de la digestion
de los vectores con 1a €nzima NCOL.. .......ccooiririiireree e 51

Figura 14. Gel de agarosa al 1.8% correspondiente a la electroforesis de la digestion
del vector pUC-lactostatina Con NCOL. .......c.cceeveriieeriereceec e 51



Figura 15. Gel de agarosa al 0.8% correspondiente a la electroforesis de los
productos de PCR de la ligacién del gen sintético lactostatina en los vectores p463 y
PAB4 rESPECHIVAIMEINTE. . .....eiiiiiiieieteteet ettt sttt be b e ee 52

Figura 16. Gel de agarosa al 1% correspondiente a la electroforesis de la digestion
CON NCOI de 1aS CONSIIUCCIONES. ....cveuieiieiiriieiiriesiestestete ettt sae e 53

Figura 17. Se observa el resultado de la secuenciacion de la construccién p464-
=T o1 {0 F TP PRSP PPTPPPTOPPRPRON 54

Figura 18. Se observa el resultado de la secuenciacion de la construccién p463-

Figura 19. Crecimiento de Chlamydomonas en medio TAP con espectinomicina a
25°C con un fotoperiodo de 16h luz /8h obscuridad 15 dias después de la
EIEIISTONMACION. ...........c.coeeieirieieneceectn ettt s e sessesnesnsstenessasssssansiaeos TR . ............ 55

Figura 20. Rondas de seleccion de posibles colonias transformantes en medio TAP
con espectinomicina por 7 dias a 25° C con un fotoperiodo de 16h luz /8h
(o] o 1ST ot UL o F=To PO USRS 55

Figura 21. Resiembra en medio TAP con espectinomicina a 25°C con un
fotoperiodo de 16h luz /8h obscuridad, después de 3 rondas de seleccion.............. 56

Figura 22 .Mapa gendémico del cloroplasto de C. reinhardtii...........c.ccceerrenrinnennne. 56

Figura 23. A) Diagrama esquematico de cepa sin transformar (WT) y diagrama
esquematico de clonas transformadas que contienen el casete de expresion
(incluido el gen lactostatina). B) Gel de electroforesis al 1% que nos muestra el
amplicon de PCR utilizando oligonucleétidos que alinean en los genes tscA y Ch1N
presentes en el genoma de C. reinhardtii ..........c.cceeeeiiiieiiiiicciece e 57

Figura 24. Gel de agarosa al 2% correspondiente a la electroforesis de los productos
de la PCR con oligonucleoétidos especificos para el gen sintético de la lactostatina y
el gen de resistencia a espectinomicina (AadA). ......cceeceevrieececeeeeceee e 58

Figura 25. Niveles de acumulacion de la proteina recombinante lactostatina en las
lineas transplastOmicas SeleCCioNAadas. . ........cccvverererieieiciee e 59



ACRONIMOS.

%: porcentaje

°C: grados centigrados o Celsius

Mg: microgramos

uL: microlitros

UM: micromolar

A: adenina

aadA: aminoglucésido-3'-adeniltransferasa

ADN: &cido desoxiribunucléico

ADNCc: &cido desoxiribunucléico complementario

Ala: alanina

ALS: acetolactato sintasa

aphA-6: Aminoglucésido fosfotransferasa de Acinetobacter baumannii
aphVIIl: aminoglucosido 3'-fosfotransferasa tipo VIl

ARN: &cido ribunucléico

Ars: arilsulfatasa

ATP: adenosin trifostafo

atpA: subunidad alfa de la ATPasa

C: citosina

Ca': i6n Calcio

CaCly: Cloruro de Calcio

CYP7AL: Colesterol 7-alfa-hidroxilasa

Crgfp: proteina verde fluorescente condén optimizada para Chlamydomonas
cryl-1: gen que codifica para una proteina ribosémica mutada que confiere
resistencia a cryptopleurina y emetina

Cycb6: citocromo c6

DMSO: dimetilsulféxido

E. coli: Escherichia coli

EDTA: 4cido etilendiaminotetraacético

ERK: serin treonin cinasa

g: gramos

G: guanina

GFP: proteina fluorescente verde

gfpCt: Proteina verde fluorescente de A. victoria con codones optimizados para
cloroplastos

Glu: glutamina

h: horas

HDL (High Density Lipoprotein). Lipoproteina de alta densidad

HepG2: linea celular de higado humano

Hsp70: proteina de choque térmico 70 A.

lle: isoleucina

Kb: kilobases

L: litro

LB: Medio Luria-Bertani

LDL: (Low Density Lipoprotein) lipoproteinas de baja densidad

lucCP: Luciferasa de luciérnaga con codones optimizados para cloroplastos
luxCt: Luciferasa luxAB de Vibrio harveyi con codones optimizados para
cloroplastos.

Lys: lisina



M: molaridad

MAPK: proteina quinasa activada por mitégeno

MARNSs: acido ribonucleico mensajero

mg: miligramos

min: minutos

mL: mililitros

mM: milimolar

M-SAA: proteina amieloide A de suero de mamiferos

mt(+)/(-):tipo sexual materno/paterno

Ncol: enzima obtenida de Nocordia coralia |

ng: nanogramos

Nial: nitrato reductasa

pb: pares de bases

PCR: Reaccion en cadena de polimerasa

ppx1: gen mutado de la protoporfirindgeno oxidasa que confiere resistencia a
herbicidas porfiricos

psbA: proteina D1 del fotosistema

psi: libras por pulgada cuadrada

PTS: proteina total soluble

rARNs: &cido ribonucléico ribosomal

rbcL: ribulosa bifosfato carboxilasa

RbcS2: subunidad pequefia de la ribulosa bifostato carboxilasa/oxigenasa
RBS: Sitio de union al ribosoma

Rluc: Luciferasa de R. reniformis

rpm: revoluciones por minuto

Rubisco: ribulosa-1.5-bisfosfato carboxilasa oxigenasa

BSA: albumina de suero bovino

S: segundos

S-23142: herbicida [N - (4-cloro-2-fluoro-5-propargiloxifenil) -3,4,5,6-
tetrahidroftalimidal],

SDS: dodecilsulfato sédico

T: timina

TAP: tris fosfato acetato

tARNS: acido ribunucléico de transferencia

tscA: RNA implicado en el corte y unién en trans de los exones 1y 2 de psaA
UTR’s: region no traducible

v/v: volumen/volumen

V: volts

VLDL: (Very low Density Lipoprotein) lipoproteinas de muy baja densidad
B: beta

B-2-Tub: B -2-tubulina



RESUMEN.

Una de las areas de mayor impacto de la Biotecnologia es la produccién de
proteinas recombinantes con aplicaciones terapéuticas, ya que éstas pueden
producirse en grandes cantidades de forma segura y continua, con lo que es posible
abastecer la gran demanda de éstas para el tratamiento de diversas enfermedades
(Tran, et al., 2009). Recientemente, las microalgas verdes, y en particular la especie
Chlamydomonas reinhardtii, han surgido como una alternativa nueva y atractiva
para la produccion de proteinas recombinantes, debido principalmente a su cultivo
facil y econémico, su gran capacidad para acumular biomasa y a que son
generalmente consideradas como inocuas para el ser humano (Mayfiel, et al., 2003).

En este estudio se disefid un gen sintético que se baso6 en la secuencia de la
lactostatina; un pentapéptido con actividad hipocolesterolémica derivado de la beta-
lactoglobulina, con la finalidad de producir una proteina quimérica en cloroplastos de
Chlamydomonas reinhardtii.

Este gen sintético contiene 9 repeticiones en tandem del pentapéptido de
interés y una etiqueta de histidina para facilitar su caracterizacion; fue transferido a
Chlamydomonas reinhardtii utilizando la técnica de biobalistica. Las transformantes
fueron seleccionadas después de 5 rondas de seleccibn en medio con
espectinomicina, se identificaron por PCR y se cuantificé la proteina quimérica por
ensayo de ELISA obteniendo una produccién de 2.2-5.5% de proteina total soluble.
Estos resultados demuestran que el cloroplasto de Chlamydomonas reinhardtii
puede servir como una plataforma de expresion para la produccion de péptidos

bioactivos.



ABSTRACT.

One of the greatest impact areas of biotechnology is the production of

recombinant proteins for therapeutic applications, this kind of proteins can be
produced in large quantities safely and continuously, so it is possible to supply the
great demand for these in the treatment of various diseases (Tran, et al., 2009).
Recently, the green algae, particularly Chlamydomonas reinhardtii, have emerged as
a new and attractive alternative for the production of recombinant proteins, mainly
due to its easy and economical culture, its high capacity to accumulate biomass and
since they are generally considered harmless to humans (Mayfiel, et al., 2003).
In this study, a synthetic gene was designed based on the sequence of lactostatin, a
pentapeptide with hypocholesterolemic activity derived from the beta-lactoglobulin,
with the aim of producing a chimeric protein in Chlamydomonas reinhardtii
chloroplast.

This synthetic gene, containing 9 tandem repeats of the pentapeptide and a
histidine tag was transferred to Chlamydomonas reinhardtii using biolistic technique.
The transformants were selected after 5 rounds in selective medium with
spectinomycin. The recombinant strains were identified by PCR and the chimeric
protein was quantified by ELISA obtaining an output of 2.2 to 5.5% of total soluble
protein. These results show that the chloroplast of Chlamydomonas reinhardtii can

be used as an expression platform for the production of bioactive peptides.
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INTRODUCCION.

Una de las areas de mayor impacto de la Biotecnologia es la produccion de
proteinas recombinantes, es decir, proteinas obtenidas por la tecnologia de ADN
recombinante con aplicaciones terapéuticas, ya que estas pueden producirse en
grandes cantidades de forma segura y continua y con ello abastecer la gran
demanda de estas para el tratamiento de diversas enfermedades (Tran, et al.,
2009).

Entre los organismos modificados que actuan como “reactores bioldgicos o
biofabricas” capaces de sintetizar proteinas recombinantes se encuentran bacterias,
levaduras, insectos, plantas y mamiferos, asi como lineas celulares derivadas de los
tres Ultimos. Cada sistema de produccion posee diferentes caracteristicas en
términos de rendimiento proteico, facilidad de manipulacion y costos de produccion,
por lo que cada uno tiene diferentes ventajas y desventajas (Manuell, 2007).

Recientemente las microalgas verdes, y en particular la especie
Chlamydomonas reinhardtii, han surgido como una alternativa nueva y atractiva
para la produccion de proteinas recombinantes, debido principalmente a su cultivo
facil y econémico, su gran capacidad para acumular biomasa y a que son
generalmente consideradas como inocuas para el ser humano (Mayfiel, et al., 2003).

En sus inicios, la produccién de proteinas recombinantes se limité al empleo
de la ingenieria genética para manipular el material genético contenido en el
citoplasma de algunas bacterias, y en el nlicleo de levaduras y células animales, y
aun en la actualidad la mayoria de las proteinas recombinantes disponibles
comercialmente son producidas usando sistemas eucariéticos y procaridticos
tradicionales, incluyendo aquellas de uso terapéutico humano y animal (Huang y
McDonald, 2009). Sin embargo, en los Ultimos afios el empleo de células vegetales
y de los plastidos contenidos en ellas, en especial los cloroplastos, han cobrado
importancia como medio de produccién de proteinas recombinantes debido a que
estos ultimos son centros biosintéticos trascendentales que ademas de llevar a cabo
el proceso de la fotosintesis son responsables de la produccion de importantes
compuestos como proteinas, aminoacidos, carbohidratos complejos, acidos grasos

y pigmentos (McBride y Stalker, 2006). Mediante la modificacion in vitro del genoma
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de cloroplastos se puede lograr la expresion de diversas proteinas con importantes
aplicaciones terapéuticas en la medicina.
Dentro de los beneficios inherentes a la expresion de transgenes insertados
en el genoma de cloroplastos se pueden enfatizar:
a) Altos niveles de expresion, que en algunos casos son superiores al 70%
de la proteina soluble total en plantas (Oey, et al., 2009),
b) Ausencia del silenciamiento de genes y de la variacion de los efectos de
posicién (Maliga, 2003),
¢) Habilidad para expresar diversos genes a partir de un tnico promotor (De
Cosa, et al., 2001),
d) La prevencién de la transmision del ADN exdégeno mediante el polen,
e) La integracion de genes mediante el proceso de recombinacion
homologa y
f) La eliminacion de interacciones adversas en el citoplasma (Heifetz, 2000;
McBride y Stalker, 2006).

Una célula vegetal tipica puede contener aproximadamente 100 cloroplastos
con cerca de 100 copias idénticas del genoma plastidial dentro de cada uno de
estos, dando un posible total de hasta 10,000 genomas idénticos por célula (James,
et al., 2005; Maliga, 2003; Heifetz, 2000) lo que hace a la modificaciéon genética de
cloroplastos un sistema de expresion sumamente rentable y prometedor.

La modificacion del genoma del cloroplasto, tiene diversas ventajas y
aplicaciones con respecto a la modificacion nuclear y a la modificacion de células no
vegetales, pero para lograr esa modificacion plastidial es necesario desarrollar antes
tres areas de investigacion:

1) El disefio y construccién de un vector transformante especifico que
contenga las secuencias de ADN necesarias para lograr la modificacion del genoma
del cloroplasto, asi como para la expresion de la proteina de interés (promotor y
terminador);

2) El desarrollo de un protocolo de cultivo de tejidos vegetales que permita la
regeneracion de las células que han sido modificadas genéticamente. En esta

segunda &rea es posible obtener diversos resultados, desde células que pueden
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crecer en medios de cultivo liquidos, hasta plantas completas, quiméricas 0 no
quiméricas, con cloroplastos cuyo genoma ha sido modificado y;

3) El establecimiento de la metodologia de transformacién genética por
bombardeo de microparticulas para la especie vegetal en cuestion (Rasala, et al.,
2010).

Por lo que en este trabajo se realiz6 el disefid de un gen sintético basado en
la secuencia de un pentapéptido con actividad hipocolesterolémica derivado de la
beta-lactoglobulina llamado lactostatina, el cual fue transferido a los cloroplastos de
Chlamydomonas reinhardtii utilizado técnica de biobalistica con la finalidad de

producir una proteina quimérica.

ANTECEDENTES.

Las células de algas y plantas terrestres contienen cloroplastos con genomas
circulares autorreplicativos que pueden variar en tamafio desde 50 hasta 290 kb y
una sola célula vegetal puede contener hasta 10,000 copias de un mismo genoma
debido al nimero de cloroplastos contenidos en ella (Maliga, 2003). Estos
cloroplastos tienen un sistema activo de recombinacion homéloga, y como
consecuencia de ello, el genoma se encuentra en un continuo estado de intercambio
inter e intramolecular, facilitando asi la precisa integracion dirigida de secuencias de
ADN exbgeno que luego se propagan a todas las copias del genoma de este y de
los demas cloroplastos de la célula (Heifetz, 2000). De esta forma la sobreexpresion
de proteinas recombinantes dentro de células cuyo genoma plastidial ha sido
modificado (células transplastémicas) ofrece entonces una alternativa atractiva en
comparacion con los sistemas convencionales en relacién con los costos de
produccion inherentes a esta actividad al emplear a las plantas como biorreactores
(James, et al., 2005).
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Cloroplastos.

Los plastidos como los cloroplastos en plantas superiores son organelos
semiautbnomos que cuentan con su propia maquinaria de replicacién, transcripcion
y traduccién (Maliga, 2003). Son capaces de llevar a cabo el proceso de la
fotosintesis, y de sintetizar compuestos como aminoacidos, carbohidratos
complejos, &cidos grasos y pigmentos, ademas de proteinas, por lo que al modificar
su genoma es posible sintetizar proteinas recombinantes aprovechando su
maquinaria de replicacion, transcripcion y traduccion (McBride y Stalker, 2006).

El genoma del cloroplasto, altamente conservado en diversas especies,
contiene cerca de 120 a 130 genes densamente empacados en dos regiones
invertidas repetidas o en copias de dos regiones Unicas (James, et al., 2005). Estos
genes caen dentro de dos categorias: 1) genes relacionados con el proceso de la
fotosintesis y 2) genes implicados en la sintesis de rARNs, tARNSs, proteinas
ribosomales y subunidades de la ARN polimerasa. Sin embargo, la gran mayoria de
las proteinas plastidiales se encuentran codificadas en el nucleo (Fligge, 2001).

Los plastidos también exhiben un particular arreglo y expresion de genes,
presentando caracteristicas Unicas que son una mezcla de funciones procariéticas y
eucariodticas. Por ejemplo, los genes plastidiales se organizan en operones y son co-
expresados para producir mARNs policistronicos. Alun mas, la regulacion en la
expresion de los genes ocurre a varios niveles, incluyendo la transcripcion, el
procesamiento y estabilidad del ARN, asi como la traduccion y procesos
postraduccionales (James, et al., 2005).

El nimero de copias de genes codificadas en dos regiones invertidas
repetidas de las plantas superiores alcanza cerca de las 20,000 copias, resultando
en altos niveles de expresion de los transgenes. La expresion de algunas proteinas
exdgenas en plantas ha llegado a ser hasta del 70% de la proteina total soluble
(Oey, et al., 2009).
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Vectores para la transformacion genética de cloroplastos.

Los plasmidos son moléculas de ADN extracromosdmico que tienen todos
los elementos para replicarse en una célula u organelo, pero no se replican de
manera auténoma. La mayoria estan constituidos por un ADN bicatenario circular
cerrado de tamafio muy variable (1 a >200 Kb), que se pueden aislar de una
bacteria en forma superenrollada. Se encuentran en una gran variedad de especies
bacterianas, pero suelen tener un rango de huésped estrecho. Los plasmidos
contienen con frecuencia genes que codifican para enzimas Utiles para el sistema
de expresion del huésped, como genes de resistencia a antibioticos, de degradacion
de compuestos organicos, de toxinas, y de produccion de enzimas de restriccion y
modificacion, entre otros (Tran, et al., 2009).

El disefio del plasmido depende del propdsito y del experimento especifico, y
la manera de expresar los genes puede ser transitoria 0 permanente. La expresion
transitoria indica que el vector se ha integrado a la célula pero no en su genoma,
mientras que la expresion permanente o estable sugiere la incorporacién de un
fragmento del vector en el genoma de la célula, o en su caso del cloroplasto. Para
que un fragmento de ADN, que contendra los genes que se desean introducir y
expresar, se inserte en el genoma del cloroplasto, se necesita que exista homologia
entre las regiones que flanquean a estos genes y una region del genoma del
cloroplasto (Rasala, et al., 2010).

En cloroplastos, el tamafio de estas secuencias homélogas debe tener una
longitud minima de aproximadamente 1 Kb (en cada flanco de los genes a
introducir) ya que secuencias mas pequefias pueden reducir la eficiencia en la
recombinacion (Koop, et al., 2007). Los cassettes de expresion en los vectores de
transformacion de cloroplastos requieren elementos regulatorios, como promotores,
regiones 5’ no traducidas (6 5 UTRs por sus siglas en inglés), sitios de union al
ribosoma (6 RBS por sus siglas en inglés) y regiones 3’ no traducidas (6 3'UTRs),
gue sean compatibles con la maquinaria de expresion del genoma plastidial (James
y Daniell, 2005).

15



Recombinacion homaologa.

La recombinacion homoéloga es un proceso fundamental en la célula, que
permite la reorganizacion de genes dentro y entre cromosomas, participa en la
reparacion del ADN, asegura la segregacion de los cromosomas en la divisién
celular y es una potente fuerza evolutiva que promueve la diversidad genética y la
conservacion de la identidad genética (Heyer, et al., 2006).

Este tipo de recombinacion se produce entre secuencias de ADN que son
idénticas o con alto grado de similitud, y que se corresponden a regiones
equivalentes de cromosomas homoélogos. Se lleva a cabo en organismos diploides o
haploides en estado de diploidia temporal. La recombinacion homologa ocurre entre
dos cadenas (duplex) de ADN. Su caracteristica critica es que las enzimas
responsables pueden usar cualquier par de secuencias homélogas como sustratos

(aunque a veces algunas se pueden favorecer) (Johnson y Symington, 1995).

Expresion de proteinas recombinantes en microalgas.

Las microalgas son microorganismos fotosintéticos que van desde
procariotas (cianobacterias) a un grupo evolutivo divergente de eucariotas. Las
algas se pueden encontrar en cualquier agua dulce o de mar y contribuyen
aproximadamente al 50% de la fijaciébn global de carbono (Leon-Banares, et al.,
2004). Algas presentes en la naturaleza se han usado durante mucho tiempo para la
produccién de alimentos, aditivos alimentarios y cosméticos.

Aunque ofrecen ventajas sobre los sistemas de expresion de proteinas
convencionales, el gran potencial de las microalgas eucariotas no ha sido explotado.

En principio, las microalgas eucariotas ofrecen todas las ventajas de los
sistemas de plantas transgénicas combinadas con las caracteristicas especiales de
los microorganismos, como crecimiento rapido y corto tiempo de transformacion.
Las microalgas tales como Chlorella, Haematococcus y Dunaliella que estan en uso

para la produccién de productos naturales, no contienen toxinas y/o patégenos
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humanos como virus o priones y, por lo tanto, se consideran generalmente como
seguros (Walker, 2005; Mayfiel y Franklin, 2005). Esto hace que el uso de algas sea
atractivo para la produccion de compuestos farmacéuticos, como, por ejemplo, la
produccion de vacunas comestibles, las cuales podrian administrarse sin extraccion
previa de la proteina. En contraste con las plantas transgénicas, el cultivo de
microalgas puede llevarse a cabo en biorreactores autonomos, lo que excluye los
problemas derivados de la liberacion y el potencial de flujo de genes a otros
organismos. En el caso poco probable de liberacion no deseada, no hay ningun
riesgo de propagacion de las algas transgénicas, ya que las cepas de laboratorio
utilizadas para la expresion, contienen varias mutaciones, lo que impide la
supervivencia de estas bajo condiciones naturales. Debido al corto tiempo de
generacion (por ejemplo, 8 h en el caso de Chlamydomonas reinhardtii bajo
crecimiento vegetativo) y la capacidad de alcanzar altas densidades de células en
biorreactores, la biomasa producible en un tiempo y area determinada es mucho
mayor que para las plantas (Huang y Mc Donald, 2005).

Por lo tanto, los costes de produccién pueden mantenerse bajos, debido a
gue los medios de cultivo para estos organismos fotosintéticos contienen sélo
algunas sales minerales en contraste a los cultivos celulares de mamiferos (Leon-
Banares, et al., 2004).

Chlamydomonas reinhardetii.

C. reinhardtii es una microalga verde eucarionte (clorofita) que ha sido
empleada por casi sesenta afios como modelo en estudios fisiologicos como la
fotosintesis, la biogénesis (formacién) del cloroplasto y la funcién de los flagelos
(Griesbeck, et al., 2006).

Se ha hecho referencia a esta microalga como “la levadura verde” debido a
su rapida multiplicacién y su facil manipulacién en cultivos de laboratorio. La cepa
silvestre de C. reinhardtii presenta una morfologia ovoide de aproximadamente 10
micrometros de largo por 3 de ancho, y en su extremo anterior posee dos flagelos
que le proporcionan movilidad, ademas de estar involucrados en la reproduccion
sexual (Franklyn y Mayfield, 2004).
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La mayor parte de su espacio intracelular (40%) esta ocupado por un Unico
cloroplasto con forma de copa, el cual posee aproximadamente 80 copias de su
genoma. C. reinhardtii es capaz de desarrollarse mixotréficamente; es decir, de
forma autotrofa (puede producir su propio alimento) o heterétrofa (obtiene su
alimento de fuentes externas), segun la disponibilidad de compuestos organicos y la
intensidad luminica. Su transformacion genética (la introduccion de material
genético externo a la célula) es relativamente facil, tanto a nivel nuclear como de
cloroplasto, y el tiempo entre la transformacion de la microalga hasta la produccién
de una proteina recombinante puede ser de solo seis semanas (Griesbeck, et al.,
2006).

Transformacion de C. reinhardtii.

Varios métodos han sido desarrollados para la transformacién del genoma
nuclear de Chlamydomonas.

El método mas comuin consiste simplemente en la agitacién de las células
con perlas de vidrio en presencia de polietilenglicol y el ADN transformante (Kindle,
1990). Generalmente, se utilizan células mutantes deficientes de pared, pero
también las células completas se pueden transformar después de la degradacion
enzimética de la pared celular. Un método similar incluye el uso de whiskers de
carburo de silicio utilizando células intactas (Dunahay, 1993).

La electroporacion también se ha utilizado con éxito para la transformacion
del genoma nuclear de cepas con pared y sin pared (Tang, et al.,, 1995;
Shimogawara, et al., 1998).

Otro método de suministro de ADN consiste en el bombardeo de células con
particulas de oro y/o tungsteno recubiertas de ADN a través de una pistola de
particulas (Debuchy, et al., 1989). Este método se utiliza rutinariamente para la

transformacién del genoma del cloroplasto (Boynton, et al., 1988).
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Bombardeo con microproyectiles.

El bombardeo con microproyectiles o biolistica, es el método alternativo al
plasmido Ti mas importante para transferir ADN a plantas. La técnica consiste en
bafar particulas esféricas de oro o tungsteno (aproximadamente de 0,4-1,2
micrometros de diametro) con ADN, el cual ha sido precipitado con CaCl,,
espermidina o polietilenglicol. Las particulas bafiadas con ADN son aceleradas a
altas velocidades (300-600 metros/segundo) con un equipo especial llamado pistola
de particulas (o pistola de genes). La version original de esta pistola de particulas
utilizaba una pequena cantidad de pdlvora para acelerar las microparticulas (Boyton,
et al., 1998).

Actualmente se usa helio a altas presiones como fuente para la propulsion.
Los proyectiles acelerados van a penetrar la pared y la membrana celular, aunque la
densidad de particulas utilizadas no va a resultar significativamente dafina para la
misma. El alcance de la penetracion de las particulas en las células vegetales puede
ser controlada variando la intensidad del estallido, alterando la distancia en que las
particulas han de atravesar la célula o utilizando particulas de diferentes tamafios
(Dunahay, 1993).

Una vez dentro de la célula, el ADN se desprende de los microproyectiles
debido a las modificaciones del entono i6nico y en la mayoria de los casos, es
integrado dentro del genoma de las plantas. El bombardeo con microproyectiles es
utilizado para transferir ADN exdgeno a suspensiones celulares de plantas, a
cultivos de callos, a tejidos meristematicos, a embriones inmaduros y a polen, todos
ellos obtenidos a partir de un amplio rango de plantas diferentes, incluidas
monocotiledoneas y coniferas, las cuales son consideradas como plantas menos
susceptibles de la infeccion por Agrobacterium. Ademas, este método ha sido
utilizado para transferir ADN a cloroplastos y mitocondrias (Boyton, et al., 1998).

De forma convencional, los plasmidos de ADN disueltos en tampdn son
precipitados sobre la superficie de los microproyectiles. Este procedimiento tiene
como objetivo aumentar la frecuencia de células transformadas al aumentar la
cantidad de plasmido de ADN; no obstante, una elevada cantidad de plasmido
puede resultar inhibitoria. Se estima que aproximadamente 10,000 células son

transformadas con cada bombardeo. Con esta técnica, las células transformadas,
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que son detectadas por la expresion de un gen marcador, a veces solo expresan el
ADN transferido de forma transitoria (Kindle, 1990).

La configuraciébn de los vectores que son utilizados en biolistica para
introducir genes fordneos a plantas influye tanto en la integracion como en la
expresion de dichos genes. De este modo, la transformacion resulta més eficaz
cuando se usa ADN linear en vez de circular. Ademas, los plasmidos de tamafios
superiores a 10 Kb, a diferencia de los pequefios, pueden ser fragmentados durante
el bombardeo con microproyectiles, produciendo una tasa menor de células
transformadas. El método de bombardeo de microparticulas es una de las técnicas
de transferencia génica mas importante, ya que por su naturaleza totalmente fisica,
es independiente del tipo de célula blanco y ha sido utilizado no sélo para introducir
ADN exogeno a células vegetales, sino a células de una gran variedad de
organismos tales como bacterias, algas, hongos, células animales, y aln animales y
plantas intactas (Boyton, et al., 1998).

La biobalistica ha sido utilizada con éxito para producir plantas transgénicas
y transplastémicas a partir de una gran variedad de tejidos vegetales, entre los que
se incluyen hojas, meristemos, embriones en desarrollo, embriones maduros, callos
embriogénicos, suspensiones celulares, etc. Los principales logros en la obtencion
de plantas transgénicas por este método incluyen especies de gran interés
econémico como son la soja, el maiz, el arroz, el sorgo, la papaya, la cafa de
azucar, el trigo y el esparrago. También se ha utilizado para transformar
microorganismos como levaduras, el moho Aspergillus y el alga Chlamydomonas
(Dunahay, 1993).

Esta metodologia de transformacion tiene ciertas limitaciones. Algunos
tejidos oponen una resistencia natural a la penetracion de las particulas, dada por
cuticulas endurecidas, paredes celulares lignificadas o superficies vellosas. Sin
embargo, los principales limitantes del método continian siendo la baja relacién
entre el total de células sometidas al bombardeo y el nimero de células que logran
incorporar de manera permanente la informacion genética transferida (Griesbeck, et
al., 2006).
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Produccién de proteinas recombinantes en C. reinhardtii.

En general, hay dos formas factibles de expresar un gen foraneo en
Chlamydomonas: desde el genoma nuclear con la posibilidad de modificaciones
posteriores a la traduccion y direccionamiento de la proteina, por ejemplo, secrecion
en el medio; y dentro del cloroplasto a partir del genoma de plastidos (Figura 1). En
contraste con una integracion dirigida de ADN exdégeno en el genoma cloroplastico
por integracion homoéloga, los transgenes se insertan aleatoriamente en el genoma
nuclear (Debuchy, et al., 1989). Por lo tanto, los transformantes obtenidos por
transformacién nuclear pueden variar ampliamente en los niveles de expresion de
los transgenes. El silenciamiento de transgenes por los mecanismos de
transcripcion (por ejemplo, la metilacion de la citosina) y pos-transcriptional,
deteriora ademas la expresion de proteinas nucleares (Cerultti, et al., 1997; Schroda,
2005).

La utilizacién de promotores fisiolégicos y elementos genéticos tales como
3'-UTRs o0, y en el caso de la expresién nuclear, de intrones, provoca también un
aumento en la expresion del transgén (Lumbreras, et al., 1998; Bames, et al.,
2005). Para la expresion en cloroplastos, se han reportado niveles de 0,5-5%
(Tabla 3) de la proteina total soluble (PTS) (Sun, et al., 2003; Mayfield, et al., 2003;
Franklin, et al., 2002). Recientemente se han reportado trabajos, como en el caso de
la proteina amieloide A de suero de mamiferos (M-SAA), con un nivel de expresion
del 10% de PTS (Manuell, et al., 2007) y la proteina VP28 del virus de la mancha
blanca, con una produccion 20,9% de PTS (Surzycki, et al., 2009) utilizando en

ambas ocasiones el promotor el psbA.

nucieus
nuclear genome

chloroplast
chloroplast genome

Figura 1: Representaciéon esquematica de los métodos de expresion de transgenes en
Chlamydomonas reinhardtii.(1) Expresion nuclear y orientacion de la proteina en el citoplasma. (2)
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Expresion nuclear y secrecion de la proteina al medio a través del reticulo endoplasmatico y el aparato
de Golgi (estos organelos se han omitido en el dibujo). La proteina puede ser modificada después de la
traduccion. (3) Expresién de proteinas en el cloroplasto. El producto se acumula en el cloroplasto; la
secrecion y modificaciones post-traduccionales no son posibles (Debuchy, et al., 1989).

Promotores utilizados.

El uso de promotores enddgenos de genes altamente expresados, en
combinacion con su correspondiente 3'-UTRs, han demostrado incrementar la
expresion del transgén en el genoma nuclear de Chlamydomonas. Los promotores
mas comunes son el promotor RbcS2, de una subunidad pequefia de la ribulosa
bisfosfato carboxilasa y el promotor 3-2-Tub, del gen de la  -2-tubulina (Slevens,
1996; Davies, 1992). El promotor Hsp70 de la proteina de choque térmico 70A sirve
como un activador de la transcripcién cuando se coloca rio arriba de los promotores
RbcS2 y B-2-Tub. (Schroda, 2000). Los promotores inducibles como Cyc6
(citocromo ¢6) y Nial (nitrato reductasa) facilitan la expresién controlada y reversible
de los genes mediante cambios en la composicion del medio de cultivo (Quinn,
2003; Loppes, et al., 1999).

Los promotores mas eficientes para la expresion de proteinas recombinantes
en cloroplastos también son de origen enddégeno. Las secuencias promotoras de la
subunidad grande de la ribulosa bifosfato carboxilasa (rbcL), subunidad alfa de la
ATPasa (atpA) y proteinas D1 del fotosistema Il (psbA) se utilizan
predominantemente para la expresion de transgenes en el cloroplasto (Sun et al.,
2003; Mayfiel, et al., 2003; Mayfield, et al., 2004 y Franklin, 2002).

Marcadores de seleccion y genes reporteros.

En la Tabla 1 se enlistan una serie de marcadores de seleccion disponibles,
algunos de los cuales sé6lo se pueden utilizar para la transformacion del cloroplasto.
Cuatro marcadores para la transformacion nuclear operan por complementacion de
mutantes metabolicos: arg7 (Debuchy, et al., 1989), Nial (Kindle, et al., 1989), Nic7
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(Ferris, 1995), y Thil0 (Ferris, 1995), los cuales resultan interesantes para
aplicaciones biotecnoldgicas debido a que reemplazan la co-transformacion de
genes de resistencia a antibiéticos, lo que se visualiza como una contribucién a la
seguridad biolégica de los usuarios. Sin embargo, su uso esta restringido a las
cepas mutantes correspondientes o bien la mutacién apropiada tiene que ser
introducida en la cepa receptora deseada por cruzamiento sexual antes de crear la
transformante real. Un segundo grupo de marcadores de seleccién se basa en los
genes modificados de Chlamydomonas. El gen cryl-1 codifica para una proteina
ribosdmica mutada que confiere resistencia a cryptopleurina y emetina (Nelson,
1994). El gen mutado de la protoporfirinégeno oxidasa ppx1 induce resistencia a los
herbicidas porfiricos como S-23142 (Randolph-Anderson, et al., 1998), y una
variante del gen de la acetolactato sintasa (ALS) permite la seleccion utilizando
herbicidas tales como sulfometurén metilo (Koyar, et al., 2002). Por dltimo, varios
marcadores de seleccion de bacterias se han adaptado para el uso en C. reinhardtii.
La expresion de las fosfotransferasas aph7" y aphVIIl conduce a la resistencia
contra higromicina B (Berthold, 2002) y paromomicina / kanamicina (Sizova, et al.,
2001), respectivamente. EI gen aadA, que codifica para una adenina
aminoglucésido transferasa, que brinda resistencia contra la
espectinomicina/estreptomicina se ha usado para la transformacién tanto nuclear
como del cloroplasto, pero debido a la inestabilidad de la resistencia a la
espectinomicina después de la transformacion nuclear, actualmente es utilizado sélo
para la transformacién del genoma del cloroplasto (Golschmidt-Clermont, 1991;
Cerutti, et al., 1997b). Otra fosfotransferasa, llamada aphA-6, ha sido desarrollada
como un marcador de seleccion para la transformacion de cloroplastos y permite la
seleccién en kanamicina o amikacina (Bateman y Purton, 2000). Ademas de la
seleccion de numerosos marcadores, varios genes indicadores o reporteros para
andlisis de la expresion nuclear o en el genoma del cloroplasto se muestran en la
Tabla 2. Un gen enddgeno que permite realizar estudios del promotor es la
arilsulfatasa (Ars) (Davies, 1992). Su actividad puede ensayarse mediante sustratos
cromogeénicos en ensayos colorimétricos. A medida que el gen enddgeno se activa
bajo limitacion de azufre, este reportero sélo se puede utilizar en condiciones donde
la enzima endd6gena no es detectable. Dos genes indicadores o reporteros muy

populares, que también se usan a menudo como proteinas de fusion, son la
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proteina fluorescente verde (GFP) de Aequorea victoria y la luciferasa de Renilla
reniformis, ambos estan disponibles para la expresion nuclear y del genoma
cloroplastico para co-expresar la sintesis de los genes fordneos en
Chlamydomonas. El gen crgfp para GFP adaptado al uso de codones al genoma
nuclear, fue el primer ejemplo para la mejora de la expresion génica y se ha utilizado
para estudiar la expresion y localizacion de varias proteinas (Fuhrmann, et al., 1999;
Ruiz-Binder, et al., 2002). La luciferasa se ha utilizado como un reportero de la
expresion génica cloroplastica combinando el ADNc de Renilla con UTRs
enddgenos (Rluc) (Minko, et al., 1999). El gen bacteriano luxAB de la luciferasa y
GFP de A. victoria también fueron modificados para la expresion éptima en el
genoma del cloroplasto y fueron nombrados luxCt y gfpCt, respectivamente (Mayfiel,
et al., 2004; Franklin, 2002). Recientemente, un gen de la luciferasa de luciérnaga,
con codones optimizados para el cloroplasto, se ha desarrollado como un reportero

de bioluminiscencia (Matsuo, et al., 2006).

Tabla 1. Marcadores de seleccion del genoma de cloroplasto de Chlamydomonas reinhardtii.

Marcador  Descripcion

aadA Eubacteria aminoglucésido adenin tranferesa, resistencia a
espectinomicina/estreptomicina.
aphA-6 Aminoglucosido fosfotransferasa de Acinetobacter baumannii

resistencia a kanamicina/amikacina.

Tabla 2.Genes reporteros disponibles para Chlamydomonas reinhardtii.

Reportero Descripcion

gfpCt Proteina verde fluorescente de A. victoria con codones optimizados
para cloroplastos

Rluc Luciferasa de R. reniformis.

luxCt Luciferasa luxAB de Vibrio harveyi con codones optimizados para
cloroplastos.

lucCP Luciferasa de luciérnaga con codones optimizados para cloroplastos.
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Tabla 3. Proteinas recombinantes de uso médico producidas en el cloroplasto de C. reinhardtii.

Gen Tipos de Funcién Promotor + Rendimiento  Aplicacion Referencia
expresado proteina 5'UTR/3UTR"  (proteina
total soluble
PTS)
HSV8-Isc Anticuerpo Actividad atpA/rbcL 0.5% Anticuerpos Mayfield, et
contra la monoclonales  al., 2003

glicoproteina
D del virus del
herpes simple

83K7C Anticuerpo Actividad LC: 0.1% de Anticuerpos Tran, etal.,
derivado de IgG1  contra el psbA/rbcL biomasa monoclonales 2009
antigeno PA83 HC: seca
del antrax psbA/psbA
CTB-D2 Subunidad Bde  Vacuna oral rbcL/rbcL 0.7% Vacuna oral Dressen, et
la toxina del contra S. al., 2010

célera fusionada  aureus
con el dominio

D2 de la proteina

de unién a la

fibronectina

hTRAIL Factor de Tratamiento atpA/rbcL 0.43%-0.67%  Terapéutico Yang, et al.,
necrosis tumoral  del cancer 2006
M-SAA Suero bovino Estimulacién psbA/psbA 10% Terapéutico Manuell, et
amiloide de la al., 2007
asociado a las produccion de
glandulas mucina en el
mamarias intestino para
inmunizar a
recién nacidos
hGADG65 Descarboxilasa Diagnostico rbecL/rbeL 0.25-0.3% Terapéutico Wang, et al.,
de acido temprano de la 2008
glutdmico diabetes tipo |
humano 65
M-SAA- Dominio 10 de la  Simil de psbA/psbA ~3.0% Terapéutico Rasala, et
10NF3 fibronectina Il anticuerpo al., 2010
humana
14NF3 Dominio 14 de Simil de psbA/psbA 3% Terapéutico Rasala, et
la fibronectina Il anticuerpo al., 2010
humana

Péptidos bioactivos.

Los péptidos bioactivos juegan un papel importante como mediadores de las
funciones bioldgicas fundamentales, y sus propiedades Unicas, en términos de
eficacia, selectividad, especificidad y baja toxicidad, los hacen particularmente
atractivos como reactivos terapéuticos, profilacticos y de diagndstico para diversas
indicaciones, tales como la alergia, enfermedades cardiovasculares, enfermedades
infecciosas, trastornos inmunoldgicos, disfuncion gastrointestinal y cancer. La
distincién entre el péptido y la proteina terapéutica puede ser ambigua, ya que

cualquier polimero de dos 0 mas aminoécidos unidos por enlaces peptidicos se
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considera un péptido, pero el numero minimo de residuos de aminoé&cidos
necesarios para formar una proteina es arbitrario. Un trabajo previo definié el valor
de corte como 100, de modo que cualquier cadena de menos de 100 aminoacidos
se considera un péptido y no una proteina (Lien y Lowman, 2003).

La sintesis quimica de péptidos es muy cara y dificil de escalar, lo que
resulta en el desarrollo de varios enfoques que permiten a las células vegetales ser
utilizadas como fabricas de péptidos (Bray, 2003).

Las microalgas verdes, y en particular la especie Chlamydomonas reinhardtii,
ha surgido como una alternativa nueva y atractiva para la produccién de péptidos
recombinantes, debido principalmente a su cultivo facil y econémico, su gran
capacidad para acumular biomasa y a que son generalmente consideradas como
inocuas para el ser humano. Ademas se consideran una plataforma valiosa para la
produccién de péptidos recombinantes por la seguridad que resulta de la
incapacidad de las microalgas para permitir la replicacion de los virus humanos, y la
capacidad de las microalgas para sintetizar péptidos que son estructural vy
funcionalmente idénticos a sus contrapartes nativas (Obembe, et al., 2011 ;
Rybicki, 2010).

Las microalgas producen grandes cantidades de biomasa sin necesidad de
medios de cultivo costosos y su produccion se puede escalar de acuerdo con los
requisitos del mercado (Liénard, et al.,, 2007). Cabe mencionar que los
componentes principales de la biomasa de microalgas son habitualmente proteinas
(30-60%), carbohidratos (20-30%), lipidos (10-30%) y cenizas (5-10%) (Rebolloso-
Fuentes, et al., 2000, 2001). Estos porcentajes varian en funcién de la especie y
condiciones de cultivo. La produccién a elevadas velocidades de crecimiento
favorece el aumento del contenido en proteinas y reduce el contenido en lipidos,

mientras que a baja velocidad de crecimiento el comportamiento es opuesto.

Hipercolesterolemia.

Las enfermedades cardiovasculares (ECV) siguen siendo la principal causa
de muerte que representan alrededor del 30% de todas las muertes en el mundo

(Gaziano, et al.,, 2010). Aunque las tasas de mortalidad cardiovasculares han
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disminuido en paises altamente desarrollados en las dltimas décadas, las muertes y
las enfermedades cardiovasculares han aumentado a un ritmo acelerado en los
paises subdesarrollados y en desarrollo. Entre otros factores, las enfermedades
cardiovasculares se correlacionan principalmente con hipercolesterolemia. La
hipercolesterolemia, a su vez, esta provocada por la obesidad y estilo de vida
sedentario. También puede ser debido a un defecto genético y podria ser agravada
por el consumo excesivo de alcohol y / o fumar cigarrillos (Bridget y Fuster, 2010).
En México, existe mayor prevalencia de hipercolesterolemia en los estratos
medios y altos, en la poblacién del norte del pais y a mayor edad. La prevalencia
global de hipercolesterolemia en México (43.3%) como se muestra en la Figura 2,
sigue siendo mayor en personas de 50 afios en delante (Figura 3) y en la Figura 5
nos muestra que de los 4 principales factores que causan riesgo cardiovascular, la

hipercolesterolemia es el que representa mayor riesgo (Lara, et al., 2004).
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Figura 2. Prevalencia del colesterol 2200mg/dL por grupos de edad y sexo en poblaciéon urbana en
México (Lara, et al., 2004).
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Prevalencia de niveles de colesterol por grupos de edad
{pacientes portadores de hipertension arterial sistémica)
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Figura 3. Se muestra la prevalencia de diferentes
niveles de hipercolesterolemia de acuerdo a grupos
de edad, en la totalidad de la poblaciéon detectada
con hipertension arterial. En la base de cada
columna se muestra el grupo de edad y su
correspondiente tasa de hipertension. Nétese que a
medida que avanza la edad, los niveles de colesterol
se incrementan de forma significativa (Lara, et al.,
2004).
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Figura 4. Se muestra la prevalencia de diferentes
niveles de hipercolesterolemia de acuerdo a grupos
de edad, en la totalidad de la poblacién sin
hipertension arterial. En la base de cada columna se
muestra el grupo de edad. N6tese que a medida que
avanza la edad, los niveles de colesterol se
incrementan aunque en menor proporcién, lo cual
confirma la importante asociacién entre hipertension e
hipercolesterolemia (Lara, et al., 2004).

Prevalencia de 4 factores de riesgo cardiovascular
an México: Estudio de 6 dudades
(N = 120,005)

43.3%

Figura 5. Prevalencia de 4 factores de riesgo cardiovascular. Bajo cada columna OBS (Obesidad),

HTA (hipertension), HCL (hipercolesterolemia),

GAA (Glucosa en ayuno).

Nétese como la

hipercolesterolemia es el factor que presenta mayor riesgo cardiovascular (Lara, et al., 2004).

El colesterol es una sustancia tipo grasa que se produce en el higado y que

también se encuentra naturalmente en los alimentos de origen animal como carnes,
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leches, quesos, yema de huevo, mantequilla, etc. El colesterol circula en la sangre
unido a proteinas que dependiendo de su peso se denominan:

HDL: forma el colesterol HDL (High Density Lipoprotein). Molécula de mayor
tamafio que se conoce como “colesterol bueno” por su efecto barredor o de acarreo
del colesterol depositado en las arterias y que lo transporta hacia el higado, evitando
de este manera su acumulacion en los vasos sanguineos.

LDL: forma el colesterol LDL (Low Density Lipoprotein). Molécula de menor
tamafio que a través de la sangre transporta el colesterol a todo el organismo. Se
conoce como colesterol malo porque se deposita en las arterias.

VLDL: forma el colesterol VLDL (Very Low Density Lipoprotein). Determina
una molécula muy pequefia que transporta triglicéridos y colesterol, sirve para la
formacion de LDL colesterol (Harrison, 2005).

Las “hipercolesterolemias o dislipidemias” son una serie de enfermedades
que se caracterizan por una alteracién en los niveles sanguineos del colesterol total,
y/o del colesterol HDL y/o del colesterol LDL, y que algunas veces se acompania,
ademas, de niveles altos de triglicéridos (hipertrigliceridemia). Existen varios tipos:

a) Hipercolesterolemia aislada con elevacion sélo del colesterol LDL

b) Hipertrigliceridemia aislada con elevacién sélo de los triglicéridos

c) Hiperlipidemia mixta con elevacion del colesterol LDL y de los triglicéridos
d) Colesterol HDL bajo (Velazquez-Monroyo, et al., 2002).

Las hipercolesterolemias pueden ser genéticas, es decir, son personas
productoras de colesterol. Un 4% de las hipercolesterolemias son de origen familiar
y se caracterizan por niveles especialmente elevados de colesterol y/o triglicéridos
(Lara, et al., 2004).

También pueden ser secundarias a dietas inadecuadas, altas en grasas,
especialmente saturadas y acidos grasos trans. Estos Ultimos estdn presentes en
los denominados aceites/grasas animales y/o vegetales hidrogenados (Harrison,
2005).

Ademas, las personas con hipotiroidismo no tratado, enfermedades renales y
diabetes mellitus pueden presentar hipercolesterolemias. El sindrome de resistencia
a insulina, la intolerancia a la glucosa, la diabetes y los problemas renales presentan

ademas, niveles altos de triglicéridos, que determina un alto riego para el desarrollo
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de ateroesclerosis y de enfermedad cardiovascular. Frecuentemente, con altos
niveles de triglicéridos coexiste el antecedente de obesidad y de una dieta
desbalanceada, con alto contenido de azucar y alcohol (Velazquez-Monroyo, et al.,
2002).

La hipercolesterolemia es uno de los principales factores de riesgo para el
desarrollo de enfermedades al corazon. Al depositarse en las arterias, fenédmeno
denominado ateroesclerosis, disminuye la elasticidad de las arterias, lo que facilita
el desarrollo de hipertension arterial y disminuye el lumen de las arterias,
dificultando de este modo la circulacion sanguinea. Esto se constituye a su vez un
riesgo para enfermedades cerebrovasculares como hemorragias cerebrales e infarto
al corazon. El denominado Sindrome Metabdlico o Sindrome X, que se acompafa
de hipertrigliceridemia, resistencia a la insulina, diabetes, hipertensién arterial y
obesidad, es considerado como la principal causa de ateroesclerosis y por ende de
enfermedad cardiovascular. Niveles altos de triglicéridos pueden ser un factor de
riesgo para el desarrollo de pancreatitis (Harrison, 2005).

Las principales medidas son el control médico y el consumo de una dieta
baja en grasas, especialmente grasas saturadas y colesterol, ademas alta en
verduras y frutas. Se recomienda una baja de peso en caso de sobrepeso y
obesidad. Ademas se debe eliminar el alcohol, el tabaco y se debe aumentar la
actividad fisica. EI médico puede indicar medicamentos de acuerdo a la evaluacion
de cada caso (Lara, et al.,, 2004). El tratamiento contra la hipercolesterolemia
generalmente implica costos debido a la medicacion continua y estricta y a las
restricciones dietéticas a largo plazo. Durante mucho tiempo se ha trabajado en el
desarrollo de alimentos funcionales con mayor valor nutracéutico y propiedades
bioactivas que puedan ayudar en la prevencion de las enfermedades. (Tandang-
Silva, et al., 2011; Maruyama, et al., 2011). Se ha reportado que la lactostatina es un
péptido bioactivo con actividad hipocolesterolemiante superior al sitosterol, un

medicamento anti-hipercolesterolémico conocido (Morikawa, et al., 2007).
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Lactostatina

La lactostatina es un pentapéptido hipocolesterolémico (IIAEK: lle-lle-Ala-
Glu-Lys) derivado de la beta-lactoglobulina de la leche bovina, que actia para
disminuir en suero lipoproteinas de baja densidad y tiene una mayor actividad
hipocolesterolémica que el B-sitosterol, un farmaco conocido para el tratamiento de
la hipercolesterolemia (Morikawa, et al., 2007).

Por otra parte, esté reportado que la degradacién del colesterol mediada por
lactostatina implica una nueva via de regulacioén en el canal del calcio relacionada
con la via de sefalizacion MAPK (proteina quinasa activada por mitdgeno)
(Morikawa, et al., 2007).

Para aclarar el mecanismo de la accion hipocolesterolemiante de
lactostatina, se ha examinado el gen diana y la via de transduccion de sefial
inducida por lactostatina en HepG2, una linea celular de higado humano. Se
encontré que la lactostatina solubilizada en agua puede activar la expresion de
genes de la colesterol 7-alfa-hidroxilasa (CYP7Al). También se encontr6 que la
lactostatina regula la fosforilacion de la serin treonin cinasa (ERK) y la
concentracion de Ca** intracelular. Con ello se demostrd la implicaciéon de una
nueva via de regulacién en los canales de calcio de la sefalizacion MAPK con la via
de sefalizacién de lactostatina mediada por la degradacion de colesterol. Por lo
tanto, la lactostatina puede ser considerado como una molécula prometedora para la

prevencién de la hipercolesterolemia y la aterosclerosis (Morikawa, et al., 2007).

A continuacién se describen algunas técnicas que se utilizaran en el proyecto
de tesis para la amplificacién, deteccidn, caracterizacion y cuantificacion del péptido

de interés.

Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Es un método para amplificar rapidamente una pequefia cantidad de ADN
usando una polimerasa estable al calor y dos cebadores de oligonucleétidos, uno

complementario a la cadena (+) en un extremo de la secuencia a amplificar, y uno

31



complementaria a la hebra (-) en el otro extremo. Mediante una serie (tipicamente
30) de ciclos de temperatura, el ADN es repetidamente desnaturalizado, reconocido
por los cebadores y una cadena hija se extiende desde los cebadores. A medida
que las propias cadenas hijas actian como plantillas para los ciclos posteriores, los
fragmentos de ADN que coinciden con los cebadores se amplifican
exponencialmente. Por lo tanto, el ADN original no necesita ser ni puro ni abundante
(Fliigge, 2001).

ELISA (Ensayo inmunolégico ligado a enzimas)

El ELISA se basa en el uso de antigenos o anticuerpos marcados con una
enzima, de forma que los conjugados resultantes tengan actividad tanto
inmunolégica como enzimética. Al estar uno de los componentes (antigeno o
anticuerpo) marcado con una enzima e insolubilizado sobre un soporte
(inmunoadsorbente) la reaccién antigeno-anticuerpo quedara inmovilizada y, por
tanto, serd facilmente revelada mediante la adicion de un substrato especifico que al
actuar la enzima producira un color observable a simple vista o cuantificable

mediante el uso de un espectrofotébmetro o un colorimetro (Voller, et al., 1978).

ELISA Directo (ensayo ELISA simple de dos capas).

Las placas de ELISA se preparan recubriendo los pocillos con una solucién
de proteina total soluble de las soluciones en las que se sospecha se encuentra el
antigeno (etiqueta de histidinas). Se incuban con anticuerpos marcados anti etiqueta
de histidinas (His-tag). Indica la presencia de la etiqueta de histidinas en la soluciéon
analizada. Es necesario incluir controles negativos (muestra de Chlamydomonas
reinhartii sin transformar CC-125 wild type mt+ [137c]). Asimismo se incluyen
controles positivos (soluciones donde se encuentra el antigeno buscado, en este
caso el (gen sintético lactostatina propagado en E. coli)

Consta de las siguientes etapas:

* Fijacién al soporte insoluble de antigenos especificos. Se realiza un lavado

para eliminar los antigenos fijados deficientemente o no fijados.
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» Adicion de anticuerpos marcados (“conjugados”) con una enzima; si los
anticuerpos reaccionan con los antigenos, el complejo quedara solubilizado. Se
realiza un lavado para eliminar los anticuerpos marcados que no hayan
reaccionado.

* Adicion de un substrato sobre el que sea capaz de actuar la enzima
marcadora. Se puede parar la reaccion si se desea.

* Lectura visual o colorimétrica del producto final coloreado (Voller, et al.,
1978).

ELISA Indirecto.

Las placas ELISA se preparan de la misma forma a la anterior. Los controles
positivos y negativos son los mismos. El sistema de deteccion emplea dos
anticuerpos: uno primario contra el antigeno y uno secundario marcado contra el
primario. La deteccién tiene mayor sensibilidad por presentar una amplificacion de
sefial debida a la unién de dos o mas anticuerpos secundarios por cada primario.

Consta de las siguientes etapas:

» Fijacion al soporte insoluble de antigenos especificos para los anticuerpos
objeto de estudio. Lavado para eliminar los antigenos fijados deficientemente o no
fijados.

+ Adicion del suero problema, de tal forma que sus anticuerpos reaccionaran
especificamente con los antigenos fijados al soporte. Lavado para eliminar los
anticuerpos marcados que no hayan reaccionado.

» Adicion de anti-anticuerpos conjugados con una enzima, los cuales
reaccionan con los anticuerpos especificos afiadidos en el paso anterior y que se
encuentran fijados a los antigenos. Lavado para eliminar los anti-anticuerpos
marcados que no hayan reaccionado.

» Adicion de un substrato sobre el que sea capaz de actuar la enzima
marcadora. Se puede parar la reaccion si se desea.

* Lectura visual o colorimétrica del producto final coloreado (Lequin, 2005).
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JUSTIFICACION.

Estudios previos han demostrado que la lactostatina un pentapéptido
hipocolesterolémico derivado de la beta-lactoglobulina de la leche bovina actla para
disminuir en suero lipoproteinas de baja densidad y tiene una mayor actividad
hipocolesterolémica que el [-sitosterol, un farmaco conocido para el tratamiento de
la hipercolesterolemia, ademas se ha reportado que la degradacion del colesterol
mediada por lactostatina implica una nueva via de regulacion en el canal del calcio
relacionada con la via de sefalizacibn MAPK (proteina quinasa activada por
mitdgeno), asi como la capacidad de activar la expresion de genes de la colesterol
7-alfa-hidroxilasa (CYP7Al). En base a esto se dice que la lactostatina es una
molécula prometedora para la prevencion de la hipercolesterolemia, por lo que
mediante el uso de técnicas de ingenieria genética basadas en la expresion de una
proteina de fusibn, se propone la expresion de este péptido bioactivo en
Chlamydomonas reinhardtii, ya que ha demostrado ser un organismo muy versatil
que puede ser usado tanto en estudios de ciencia basica como en diversas
aplicaciones biotecnoldgicas, y que es una alternativa muy atractiva para la
produccion de proteinas recombinantes con aplicacion médica, debido a su rapido
crecimiento, bajos costos de cultivo, su capacidad de acumular biomasa y a que es
clasificada como GRAS (por sus siglas en inglés: generalmente considerada como
segura); ademas existe evidencia cientifica en donde se ha reportado la expresion
exitosa de diversas proteinas con relevancia farmacéutica obtenidas mediante
transformacion nuclear y de cloroplastos, lo que demuestra la capacidad de esta
microalga para aplicaciones biotecnoldgicas.

Se espera que los fragmentos activos del polipéptido (después de la
hidrolisis que ocurre naturalmente por las proteasas gastrointestinales) tengan
actividad potente para disminuir las lipoproteinas de baja densidad en suero.

Este proyecto proporciona una nueva estrategia para producir péptidos
hipocolesterolémicos con potencial para tratar y prevenir la hiperlipidemia como una
estrategia tendente a disminuir la incidencia en el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares; problema de salud que prevalece no solo en México sino que es

un factor de riesgo a nivel mundial.
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HIPOTESIS.

La creacion de un gen sintético que contenga las secuencias IIAEK sera
funcional para transformar a la microalga Chlamydomonas reinhardtii y ademas
sirva como plataforma para la expresion eficiente y estable en la produccion a gran

escala de péptidos hipocolesterolémicos.
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OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL.

Generar un péptido multimero hipocolesterolémico con potencial para tratar y
prevenir la hiperlipidemia, como una estrategia tendente a disminuir la incidencia

para el desarrollo de enfermedades cardiovasculares.

OBJETIVOS PARTICULARES.

1. Disefiar y optimizar un gen sintético que codifique para un péptido multimero
hipocolesterolémico basado en la secuencia del gen de la lactostatina.

2. Confirmar la construccion con el gen de interés mediante perfil de restriccion
y secuenciacion.

3. Expresar el péptido multimero en cloroplastos de C. reinhardtii mediante
biobalistica.

4. Analizar las posibles transformantes mediante PCR (Reaccion en Cadena
de la polimerasa).

5. Caracterizar y cuantificar la proteina recombinante.
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MATERIAL Y METODOS.

Tabla 4. Reactivos utilizados

Reactivo

Agarosa grado biologia molecular
Peptona para medio de cultivo
Extracto de levadura

Cloruro de sodio

Agar-agar grado bacteriolégico
Cloruro de Calcio

Glicerol

Tris Base

Enzima de restriccion Ncol
Marcador de peso molecular 1kb
Kit de PCR

T4 ADN ligasa

Fosfatasa alcalina

Kit purificacion de ADN (minipreps)
Kit extraccién de ADN de gel

Gen sintético lactostatina
Oligonucléotidos

Cloruro de amonio (NH,4CI)

Sulfato de magnesio (MgSO,4-7H,0)
Difosfato acido de potasio (K;HPO,)
Fosfato de potasio (KH,PO,)

EDTA

Sulfato de Zinc (ZnSO4 7H,0)
Acido Bérico (HsBO5)

Cloruro de Manganeso (MnCl,-4H,0)
Cloruro de Cobalto (CoCl,-6H,0)
Molibdato de amonio (NH,4)sM07024:4H,0O
Sulfato ferroso (FeSO,4-7H,0)
Sulfato cuproso (CuSO,4-5H,0)
Acido acético glacial

Acido clorhidrico

SDS

Isopropanol

Hidréxido de sodio

Etanol

Medios de cultivos para bacterias.

Laboratorio

Invitrogen

Becton-Dickinson (EUA)
Bioxon

J.T. Baker (EUA),

Bioxon

Karal

IBI

karal

New England Biolabs (EUA)
Promega (EUA)

Fermentas (Canadd)

New England Biolabs (EUA)
New England Biolabs (EUA)
Promega (EUA)

QIAGEN

GenScript

Integrated DNA Technologies
karal

Phytotecnology laboratorios
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Phytotecnology laboratorios
Phytotecnology laboratorios
Karal

Karal

Karal

Karal

Phytotecnology laboratorios
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Bioxon

Sigma-Aldrich

Bioxon

Bioxon

Medio Luria-Bertani (LB): Peptona 10 g/L; Extracto de levadura 5 g/L; NaCl

10g/L. Para lograr medios sélidos de cultivo se adicioné 15 g/L de agar-agar grado

bacteriologico. El medio se esterilizé en autoclave por 20 min a 121°C y 15 psi.
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Medio de cultivo para Chlamydomonas reinhardtii.

Medio Tris-Fosfato-Acetato (TAP): Sales TAP: NH,CI 15 g/L; MgSO,47H,0 4 g/L;
CaCl,2H,0O 2g/L. Solucion de fosfato: K,HPO, 28.8 g/100mL; KH,PO, 14.4
g/100mL. Solucion de metales: Sal disédica de EDTA 63.69g/250mL, ZnSO, 7H,0
229/100mL; H3BO3;11.4 g/200mL; MnCl,-4H,O 5.06 g/50mL; CoCl,:6H,0 1.61
g/50mL; CuSO45H,0 1.57g/50mL; (NH;)6M0;024-4H,0/50mL, FeSO,47H,0
4.99¢g/50mL, hasta un volumen final de 1L.

Para hacer el medio final se mezclé lo siguiente: 2.42 g de Tris base, 25 ml
de sales TAP, 0.375 mL de solucion de fosfatos, 1.0 ml de solucion de metales. Se
ajustd el pH a 7 con acido acético glacial e hidroxido de potasio, se aforé con agua a
1 litro. Para lograr medios soélidos, se adicioné 20 g/L de agar-agar grado
bacterioldgico. El medio se esteriliz6 en autoclave por 20 min a 121°C y 15 psi.

Soluciones de antibioticos empleadas.

Para seleccion de bacterias se preparé una solucion stock 1000X=100
mg/mL de ampicilina (Amp) en H,O.
Para seleccién de Chlamydomonas reinhardtii se prepar6 una solucién stock

1000X=100mg/mL de espectinomicina en H,O.

Cepas bacterianas.

La cepa bacteriana se crecié en medio LB en placas de Petri con 20 mL de
medio solido.
Se utilizaron bacterias quimicamente competentes de Escherichia coli

DHb5a para propagar el gen de la Lactostatina y los vectores p463 y p464.

Mantenimiento de los microorganismos.

Las cepas bacterianas utilizadas en este trabajo se mantuvieron viables

resembrandolas en medio LB sélido cada 4 semanas y guardandose a 4° C. Por
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otra parte, las células competentes se mantuvieron a través de congelacién a — 70
°C resuspendidas en DMSO al 7%.

Gen sintético y Plasmidos.

Gen sintético optimizado: el gen quimérico fue sintetizado por la compania
GenScript con la siguiente secuencia optimizada para su expresion en cloroplastos
de Chlamydomonas reinhardtii, consta de 207pb y tiene un contenido de GC de
28.25%:

CCATGGTACATCATCATCATCATCATATTATTGCTGAAAAACGTATTATTGCTG
AAAAACGTATTATTGCTGAAAAACGTATTATTGCTGAAAAACGTATTATTGCTG
AAAAACGTATTATTGCTGAAAAACGTATTATTGCTGAAAAACGTATTATTGCA
GAAAAACGTATTATTGCTGAAAAACGTTAAAGGAGGACAGCCATGG

Vectores de expresion p463 y p464: Estos vectores (Figura 6) fueron
seleccionados debido a que en trabajos anteriores han mostrado buenos resultados
en la expresion de proteinas recombinantes en cloroplastos de Chlamydomonas

reinhardtii (Campos-Quevedo, et al. 2012).

Spral

Nodl

Cial Meaol Psi Sadl
p4g3 —| tscs H §'rbcl I aadA I 3'rbel ]—
3.1Kb { 300bp 0.81Kb 450 hp
i i Spect i i
pdsa —{ tscA |—| 5'atpA I andA ] Frbel }—
3.1Kb 680 bp 0.81Kb 450 bp

Figura 6. Vector p463 y p464. tscA: Region del genoma del cloroplasto utilizado para recombinacion
homologa entre el plasmido de insercion y el genoma de Chlamydomonas. 5rbcL: promotor de la
ribulosa bifosfato carboxilasa cloroplastidica (RuBisCO). 5 atpA; promotor subunidad alfa de la ATP
sintasa. aadA: aminoglucésido adenintransferasa que proporciona resistencia a espectinomicina
/estreptomicina. 3'rbcL: terminador de la ribulosa bifosfato carboxilasa cloroplastidica (RuBisCO).
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Vectores de clonacion: el gen sintético lactostatina fue clonado en el vector
pUC57 (Figura 8) el cual cuenta con 2710pb, ademas incluye el gen de resistencia a
ampicilina que se utiliza como seleccion de bacterias transformantes. Los cassettes
de expresion que se muestran en la Figura 6, fueron insertadas en una region del
vector pBluescript sk(-) de 3000pb (Figura 7). De tal manera que a cada vector se le
asigné un nuevo nombre correspondiente al inserto clonado: p463 y p464 (estos
vectores fueron donados por el Laboratorio de Biofarmacéuticos Recombinantes de
la UASLP, Facultad de Ciencias Quimicas.)

pBluescript SK-
3.0kb

pUC ori

Figura 7. Vector de clonacion pBluescript SK- Figura 8. Vector de clonacion pUC57 (2710pb)
(3000pb) para los vectores p463 y p464. para el gen sintético lactostatina

Oligonucleotidos.

Para amplificar la secuencia del gen sintético lactostatina se disefiaron los
cebadores 5  Lactostatina (CCATGGTACATCATCATCAT) y 3° Lactostatina
(CCATGGCTGTCCTCCTTTA). El disefio se realiz6 con la ayuda del programa

primer3 (http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi/). Una vez

disefiados los oligonucleétidos fueron sintetizados por la compafiia Integrated DNA
Technologies (PAIS).
Para analizar el sentido de la ligacién se utilizaron los cebadores 5

lactostatina y el 3"del gen aadA.
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Procedimiento experimental.

Transformacion de bacterias y seleccidon de transformantes.
Las células competentes se prepararon cultivando la bacteria E. coli (DH5a)

en medio LB sdélido a 37°C durante 16-20h. Se tomd una colonia aislada y se
sembréd en 3mL de LB, se incubd con agitacién a 37°C durante 16-20h. Se inocul6
1mL de las células del dia anterior en 10mL de LB a 37°C por 3h, se sembré 1mL de
cultivo en 10mL de LB y se incubdé con agitacion a 37° durante 3h
aproximadamente, se repartio el cultivo en 10 microtubos de 1.5mL y se enfrié en
hielo durante 10min, se centrifugdb a 1200rpm durante 15s, se elimin6 el
sobrenadante en solucion con cloro y se resuspendi6 la pastilla muy suavemente
con 1mL de CacCl, (0.1M) estéril y frio, se incub6 en hielo por 10 min, se centrifugd a
1200rpm durante 15s. Se eliminé el sobrenadante y se secé la pastilla, después se
resuspendié la pastilla muy suavemente con 30uL de CacCl, (0.1M con DMSO al 7%)
y se almacené a -20°C. La transformacion se llevo a cabo por el método de “choque

térmico” (Sambrook, et al., 1989).

Seleccion de clonas positivas.
Se sigui6 el crecimiento de cada placa hasta las 18h de incubacion,

momento en el cual, se seleccionaron todas las colonias que estuvieran aisladas.
Cada colonia fue recuperada utilizando un palillo estéril, con estria se inoculé en
medio soélido con ampicilina (50mg/L) y posteriormente el palillo se depositd en un
tubo falcon que contenia 3mL de medio liquido LB con ampicilina (50mg/L) y se
incubd a 37°C con agitacion constante a 200rpm durante toda la noche.

Las colonias transformantes fueron analizadas mediante digestion

enzimatica del ADN plasmidico y mediante la amplificacion del inserto por PCR.

Minipreparacion de ADN plasmidico.
La purificacion de ADN plasmidico se realiz6 mediante el método de lisis

alcalina (Birnboim y Doly, 1979), con modificaciones que se describen a
continuaciéon: Una alicuota de 1.5mL de cultivo bacteriano crecido en agitacion, se
centrifugd a 12000rpm durante 2 min (este procedimiento se puede repetir hasta dos

veces). El precipitado obtenido se resuspendié en 100uL Birboim | (25 mM Tris-HCI

41



pH 8; 50 mM glucosa; 10 mM EDTA) se incubd en hielo por 5 min. Seguido, se
agreg6 200pL de Birboim Il (0.2 N NaOH; 1% v/v SDS) y se incub6 durante 5
minutos. Luego se neutralizoé con 150pL de Birboim Il (60mL 5M acetato de potasio,
11.55mL de acido acético glacial y 28.5mL de H,0O) y se incubd en hielo durante 5
minutos. Se realizd una centrifugacion a 12000rpm por 5 minutos. Posteriormente se
realizan dos extracciones, una con 200uL de fenol-cloroformo y otra con 200uL de
cloroformo-alcohol isoamilico para eliminar proteinas y se precipito6 el ADN
plasmidico presente en la fase acuosa por el agregado de 1 volumen de
isopropanol. Se centrifugé por 5 minutos a 12000rpm. El precipitado obtenido se
lavé con 200uL de etanol al 70% y por dltimo se resuspendié en 20uL de agua
destilada estéril. Para el caso de muestras que se mandarian a secuenciar la
extraccién se realizd con Kit Wizard® Plus SV Minipreps Sistema de purificacion de

ADN (Promega) siguiendo las indicaciones del fabricante.

Digestion con enzimas de restriccion.
Para la digestion con enzima de restriccion, en este caso Ncol, se utilizaron

5uL de ADN purificado, para el caso de los vectores p463 y p464 se utilizaron 2L
de ADN, 0.5uL de enzima, 2uL de buffer de restriccion D 10X, 0.2uL de BSA, 0.5uL
RNAsa y agua en un volumen final de 20pL. La reaccion se incub6 toda la noche a
37°C. La liberacion del fragmento de lactostatina (207pb) se comprobé mediante
electroforesis en gel de agarosa al 0.8% tefiido con bromuro de etidio al 0.05%.

Purificacion de ADN a partir de geles de agarosa.
El procedimiento que se utilizé es el que se detalla en el protocolo del kit

QIAquick gel Extraction (QIAGEN). El fragmento de gel, que contenia el ADN, se
recuperd disolviendo el fragmento de agarosa con 3 volumenes de Buffer QG,
posteriormente se calenté a 50°C por 10 min. A la agarosa disuelta se le agreg6 1
volumen de isopropanol, se mezclé y se colocé en la columna de absorcion,
colocada en el tubo colector y se incub6 a temperatura ambiente por 5 min. La
solucién que contenia el ADN se centrifugd 1 min a 2000rpm. EI ADN se retuvo en
la columna. La solucién que pasoé al tubo colector se descartd. Posteriormente se le

agreg6 0.5mL de buffer QG y se centrifugé 1 min. La columna se lavo con 0.75mL
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de Buffer PE y se incubé por 5 min a temperatura ambiente. En seguida se
centrifugd primero a 2000rpm por 30s, y se descartd nuevamente el liquido del tubo
colector y, se volvié a centrifugar a 12000rpm por 1 min. Se colocé la columna con
un tubo de 1.5mL y se le agregd a la misma 20uL de Buffer EB o0 agua destilada
estéril. Se incubd por 5 min y por ultimo se centrifugd a 12000rpm por 1 min. La
fraccion eluida contenia el ADN de interés.

Ligacion de fragmentos de ADN.
Previo a la reaccién de ligacion los vectores fueron tratados con fosfatasa

alcalina para evitar su religacién siguiendo las indicaciones sugeridas por el
fabricante; la reaccién de ligacion se realiz6 con la enzima T4 ADN Ligasa
(Invitrogen). El volumen de trabajo fue de 10uL y se siguié con las condiciones de
reaccion sugeridas por el fabricante. El tubo de reaccion se incubé a 4°C por 16 a
18h.

Amplificacion de fragmentos de ADN mediante PCR.
Para la reaccion en cadena de la polimerasa (Saiki, 1990) se utilizé el kit de

fermentas utilizando una PCR Master Mix 2X y Agua libre de nucleasa.

La reaccién se llevé a cabo en un termociclador Pelther Thermal Cycler. El
ADN molde (0.5uL) se mezcld con los correspondientes oligonucle6tidos (1uL de 3°
lactostatina y 1uL de 5’lactostatina) (10uM) para el caso de la amplificacion del gen
lactostatina de 207 pb. Para verificar el sentido de la ligacién de los vector p463 y
p464 con el gen de la lactostatina, se utiliz6 el oligonucleétido 3 lactostatina y el
oligonucledtido 5° para el gen aadA (810pb), esperando un fragmento de 1000pb
aproximadamente. La Master Mix contiene los cuatro desoxinucle6tidos (dNTP),
Taq polimerasa y el MgCl, Tras una desnaturalizaciéon previa a 94°C durante 5 min,
cada uno de los 30 ciclos de la reaccion de PCR consisti6 en: 40s para la
desnaturalizacion a 94°C, 40s para la hibridacion de los oligonucleétidos con el ADN
a 52°C y 1 min para la elongacion de las cadenas a 72°C.

Concluidos todos los ciclos, las muestras se sometieron a 72°C durante 10

min para completar la sintesis de las cadenas y 30 min a 10° para finalizar.
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Electroforesis de ADN en geles de agarosa.
Para la separacion de fragmentos de ADN se utilizaron geles horizontales

de agarosa a una concentracion variable segun el amplicén esperado (0.8%-2%).
Estos fueron preparados en tampon TAE 1X (Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM) y
se afadié bromuro de etidio al 0.05% antes de su polimerizacion. La muestra se
mezclo con 6X Mass Ruler Loading Dye Solution de fermentas, y como marcador de
peso molecular 1 Kb ADN Ladder, como buffer se utilizd6 un tampdn compuesto por
TAE 1Xy después de cargar el gel se le aplicé una corriente de 75 V.

Los fragmentos de ADN se visualizaron en un transiluminador de luz

ultravioleta.

Preparacién de suspension de particulas de oro.
Se pesaron 50mg de particulas de oro de 1um de didmetro en un eppendorf,

se le agreg6 1mL de etanol (grado biologia molecular) al 100% y se agitd
vigorosamente por 3 min, se sedimentaron las particulas centrifugando 5 min a
14000rpm y se descart6 el sobrenadante, se le agregé 1mL de etanol al 70% y se
agitod vigorosamente por 2 min, se incubd el tubo 15 min a temperatura ambiente y
cada 5 min se agitaron, al finalizar el tiempo, se centrifugé a 14000rpm durante 3
min y se descart6 el sobrenadante, después se le agregd 1mL de agua destilada y
se agitd vigorosamente por 1 min, se dejaron asentar las particulas a temperatura
ambiente y luego se centrifugé 2 min a 14000rpm y se descarté el sobrenadante, el
lavado se repiti6 por dos veces, se agreg6 glicerol al 50% (v/v) para dejar las
particulas a una concentracibon de 60mg/mL. Las particulas preparadas se

almacenaron a -20°C hasta su uso.

Preparacion del material para bombardeo.
Las mallas de retencion, los discos de ruptura, discos de acarreo y los anillos

se sumergieron en isopropanol al 100% durante 10 min, después se dejaron secar,
todo esto se realizé en campana de flujo laminar.

Para el recubrimiento de las particulas de oro con el ADN de interés, se
tomaron 50uL de particulas de oro y se les agreg6 10uL de ADN plasmidico a una
concentracion de 1ug/uL y se agitd vigorosamente por 5 min, se le adicionaron
también 50 pL de CaCl, 2M estéril y 20 pL de espermidina en agitacion continua.

Posteriormente se agitd nuevamente la mezcla por 20 min a 4°C, seguidamente se
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le agregaron 200uL de etanol absoluto a temperatura ambiente, se agitdé por 5s y
se centrifug6 por 30s a 800g. Se removib el sobrenadante y se repitié este paso por
4 veces para finalmente resuspender el pellet en 30uL de etanol al 100%, las

particulas se colocaron el hielo hasta su uso.

Bombardeo con particulas de oro.
Para la transformacion de cloroplastos de Chlamydomonas reinhardtii se

utilizé la cepa WT 137 ¢ (mt+), se tomo6 una colonia y se dejé crecer en 20mL de
medio TAP (Tris- Acetato-Fosfato) liquido durante 3 dias, después, este cultivo se
resembré a un matraz que contenia 200mL de medio TAP hasta llegar a su fase
logaritmica bajo luz blanca durante un fotoperiodo de 16h luz, 8h oscuridad en
agitacion constante a 120rpm. Las células se cosecharon mediante centrifugacion a
4000rpm durante 5 min y se resuspendieron en medio TAP. Aproximadamente 2.4
x10°células/100pL fueron esparcidas en cajas Petri en medio TAP. La
transformacion de cloroplastos se llevéd a cabo por el método de biobalistica (Daniel,
et al. 2001) utilizando particulas de oro recubiertas con las diferentes construcciones
(p463-Lacto y p464-Lacto). El equipo de balistica utilizado fue el sistema PDS-
1000/He (Bio- Rad, Hercules, CA, USA), los parametros del bombardeo fueron:
distancia 9cm, vacio de 15 pulgadas de Hg, Helio presurizado a 1100psi y
particulas de oro de 1lum de diametro recubiertas con ADN plasmidico a una
concentracion de 1ug/uL. Las lineas transgénicas fueron seleccionadas por
resiembras sucesivas cada dos semanas en medio TAP adicionado con

espectinomicina (150mg/L).

Camara 0o alta prescn 22 Helio

Figura 9. Transformacion de Chlamydomonas por biobalistica a) dispositivo PDS-1000/He (BioRad),
empleado en biobalistica. b) Esquema previo al disparo c) El helio inyectado en la camara de alta
presion provoca que el disco de ruptura se fracture. El gas rapidamente descomprimido impulsa el
macrotransportador contra la malla de retencion liberando las microparticulas con el ADN, que viajan
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hasta penetrar el tejido blanco. Las distancia A, B y C pueden ser modificadas y determinan la
velocidad final que alcanzaran las microparticulas y por lo tanto la capacidad de penetracion en el
tejido bombardeado.

Andlisis por PCR de las clonas transformadas.

Después de 5 rondas de seleccién en medio TAP con espectinomicina, se
tomaron diferentes colonias obtenidas con cada una de las construcciones y se
crecieron en medio liquido. Se extrajo ADN de acuerdo al protocolo descrito por
Goldschmidt-Clemont (1991). Se realiz6 un analisis por PCR para evaluar la
presencia del gen sintético lactostatina utilizando los oligonucleéticos especificos.

Al mismo tiempo se realizé un andlisis por PCR para el gen de resistencia al
antibiético utilizando los oligonucleétidos aadA-sentido y aadA-antisentido. Los
productos de PCR se analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 2%. Para
asegurar la homoplastia de las transformantes se realiz6 una PCR utilizando el
oligonucledtido sentido del gen tscA y el oligonucleétido antisentido del gen chlN
estos genes son propios del genoma de C. reinhardtii. Ademas se comprobé la

insercion del casete de interés por el tamafio de las bandas obtenidas.

Extraccion de proteinas y anélisis por ensayo de ELISA

Para el analisis por ELISA se obtuvo el extracto de proteina total soluble
(PTS) de C. reinhardtii de un cultivo liquido de la misma, se concentré 3 veces
centrifugando por 3 min a 4000rpm, se deseché el sobrenadante y a la pastilla que
se obtuvo se le afiadio 200uL de buffer de extraccion, se sonicé a una potencia al
24%, 4 veces por 4s, entre cada sonicacion se dejé reposar 4s; posteriormente se
procedi6 a centrifugar a 8000rpm durante 15 min a 4°C, se recuperd el
sobrenadante y se almacené a -70°C. Las PTS de las cepas transformadas asi
como de una no transformada (WT) se cuantificaron por el método de Bradford
(Bradford, 1976). Para la cuantificacion por ELISA se coloc6 un volumen de 50uL en
cada pozo ajustando a una concentracion de 50ng de PTS en cada uno y se le
afadio el volumen necesario de buffer de carbonatos para completar el volumen
sefialado, la placa se tap6 con aluminio y se incubé toda la noche a 4°C, se lavo 3

veces con PBS-T, se puso a bloquear 1 hora a temperatura ambiente con leche al
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6% disuelta en PBS, se lavd 3 veces con PBS-T, se le afiadio el anticuerpo primario
dirigido contra la etiqueta de Histidinas) a una dilucién 1:3000 y se incub6 1 hora a
37°C, se lavd 3 veces con PBS-T y se afadié el anticuerpo secundario (anti raton
peroxidasa de rdbano picante) a una dilucién 1:2000 y se incubé 1 hora a
temperatura ambiente, se lavd 3 veces con PBS-T y se prepar6 el sustrato ABTs
(acido 2,2'-azino-bis—(3—etillbenzotiazolin—6—sulfonico), para ello se descongelo el
stock de ABTSs, se tomo el volumen necesario y se le afiadié peroxido de hidrégeno
al 3%. Una vez preparado, se adicioné en un volumen de 50uL a cada pozo y se
registro la absorbancia cada 5 minutos a una longitud de onda de 405nm. Para la
cuantificacion por el ensayo de ELISA se utilizaron 50ng de proteina en cada pozo
tanto de la cepa sin transformar (WT) como de las transformantes, se cuantificaron
utilizando una curva de una proteina que contenia una repeticion del péptido de

interés. Para los andlisis estadisticos se utilizé el programa Minitab Versién 6.0
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RESULTADOS.

Disefio del gen optimizado de lactostatina.

El gen sintético basado en el pentapéptido hipocolesterolémico lactostatina
fue sintetizado por la compafiia GenScript con la siguiente secuencia optimizada.
Secuencia de la proteina:

IIAEKRIIAEKRIIAEKRIIAEKRIIAEKRIIAEKRIIAEKRIIAEKRIIAEKR

IAEK (9 repeticiones) corresponden al pentapéptido (lle-lle-Ala-Glu-Lys)
lactostatina separadas por un conector de arginina (R) que corresponde al sitio de
corte de la tripsina.

Secuencia optimizada:
CCATGGTACATCATCATCATCATCATATTATTGCTGAAAAACGTATTATTGCTGA
AAAACGTATTATTGCTGAAAAACGTATTATTGCTGAAAAACGTATTATTGCTGAA
AAACGTATTATTGCTGAAAAACGTATTATTGCTGAAAAACGTATTATTGCAGAAA
AACGTATTATTGCTGAAAAACGTTAAAGGAGGACAGCCATGG

Que incluye:

CCATGG: Sitio de CGT: Arginina (Arg) Sitio de
restriccion Nco | corte para la tripsina

CATCATCATCATCATCAT: Etiqueta de TAA : Cododn de Paro
Histidinas

ATT: Isoleucina (Ile) AGGAGG: Sitio de union al

ribosoma

GCT: Alanina (Ala)

GAA: Glutamato (Glu)

AAA: Lisina (Lys)

Posteriormente se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa del vector
pUC57-lactostatina que se mandé sintetizar y de los vectores p463 y p464
(proporcionados por el Laboratorio de Biofarmacéuticos Recombinantes de la
Facultad de Ciencias Quimicas, UASLP) para visualizar los fragmentos. Como los
plasmidos son circulares, las distintas bandas que se observan en la Figura 10 se

deben a las isoformas que puede adoptar un plasmido cuando migra durante la
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electroforesis éstas son las siguientes: relajado, lineal y superenrollado, siendo este
altimo el que migra mas.

Figura 10. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% del pUC57-lactostatina y los vectores p463 y p464.
Carriles: 1) marcador de peso molecular 1kb, 2) vector p463 (~8kb), 3) vector p464 (~8kb) y 4) pUC-
lactostatina (~3kb)

Para tener suficiente cantidad de plasmido se realiz6 una propagacion de los
vectores p463 y p464 asi como también del vector que porta el gen sintético de la
lactostatina (pUC57- lactostatina) utilizando para ello la transformacion por choque
térmico en células calcio-competentes DH5A ALFA O CUAL??? y la posterior
obtencion del ADN plasmidico mediante minipreps. En la Figura 11 se observa la
electroforesis correspondiente al ADN plasmidico de los vectores p463 (~8kb), p464
(8Kb) que contienen parte del vector pBluescript SK- y el pUC57-lactostatina
(3.0kb).

MM Lactostatina | _p463 . I. p464.|

& w

gib O..

3kb

Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa al 0.8% del ADN plasmidico obtenido de la propagacion de
los vectores pUC-lactostatina y p463 y p464. Carriles: 1) marcador de peso molecular 1kb, 2-6) vector
pUC-lactostatina, 7-11) vector p463, 12-14) vector p464.
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Identificacion del gen sintético mediante PCR

Para demostrar la presencia del gen sintético lactostatina dentro del vector
pUC-57 se procedi6 a una amplificacion mediante PCR, analizando diferentes
temperaturas de alineamiento 50°C, 52°C, 55°C y 57°C, y diferentes
concentraciones de ADN y oligonucledtidos. La temperatura 6ptima de alineamiento
fue de 55°C, una concentracién de ADN de 0.5ng y oligonucle6tidos 0.1 ng. En la
Figura 12, se observa la amplificacion del gen sintético de lactostatina con un peso
molecular de 207pb con las condiciones antes mencionadas.

10000
L
OO
W00
4000
00
2%00
2000
1500
00
2507153

207pb

Figura 12. Gel de agarosa al 0.8% correspondiente a la electroforesis de los productos de la PCR con
oligonucledtidos especificos para el gen sintético de la lactostatina, carriles: 1) marcador de peso
molecular, 2-3) gen sintético lactostatina.

Ligacion del gen sintético lactostatina en los vectores p463y
p464.

Los vectores se linealizaron con la enzima de restriccion Ncol (Figura 13),
para p463 (carriles 8 all) y para p464 (carriles 2 a 3) obteniendo un solo fragmento
de alrededor de 8kb.
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Figura 13. Gel de agarosa al 0.8% correspondiente a la electroforesis de la digestion de los vectores
con la enzima Ncol. Carriles: 1) Marcador de peso molecular 1kb, 2-3) vector p464 (~8kb), 4-7) pUC57-
lactostatina (~3kb), 8-11) vector p463.

En el caso del vector pUC57-lactostatina, se observa solamente el vector con
un peso de alrededor de 3000pb (Figura 13 carriles 4-7) y no el fragmento deseado
(207pb), por lo que se utilizé6 una concentracion mayor de ADN (6ug) y de enzima
(10-20U), obteniéndose la liberacion del fragmento deseado de 207pb como se

observa en la Figura 14.
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Figura 14. Gel de agarosa al 1.8% correspondiente a la electroforesis de la digestion del vector pUC-
lactostatina con Ncol. Carriles: 1) marcador de peso molecular 1kb, 2-3) digestion del vector pUC-
lactostatina utilizando 20U de enzima 4-5) digestion de lactostatina utilizando 10U de enzima.

Posterior a esto se realizo la purificacion de los fragmentos del gen sintético
lactostatina a partir de gel de agarosa y con los productos obtenidos se realizé la
ligacion, tal como se describe en la metodologia. Para comprobar el sentido correcto
de la ligacion del gen de lactostatina en los vectores p463 y p464, se realizd una
PCR utilizando el oligonucleétido sentido que alinea en el extremo 5 del gen
lactostatina y como antisentido el oligonucleétido que amplifica dentro del gen de
seleccién aadA. Como se observa en la Figura 15 el fragmento obtenido es de
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alrededor de 1000pb, en el carril 4 y 5 se incluyeron controles negativos, es decir,
los vectores p463 y p464, donde podemos observar ausencia de amplificacion tal
como se esperaba.

250/253

Figura 15. Gel de agarosa al 0.8% correspondiente a la electroforesis de los productos de PCR de la
ligacion del gen sintético lactostatina en los vectores p463 y p464 respectivamente. Carriles: 1)
marcador de peso molecular 1kb. 2): ligacion p464-lactostatina. 3) ligacion p463-lactostatina. 4) control
negativo (vector p463). 5) control negativo (vector p464).

Confirmacion de la construccion del cassette de clonacion.

Se confirm6 la construccion con el gen de interés mediante perfil de
restriccion usando la enzima Ncol (Figura 16) y secuenciacion para confirmar el
sentido de la ligacion p464-Lacto (Figura 17) y p463-Lacto (Figura 18) utilizando el
oligonucledtido sentido de la lactostatina (5"-CCATGGTACATCATCATCAT-3"). Las
muestras fueron secuenciadas con el método de didesoxinucle6tidos marcados
utilizando el secuenciador 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) en el
Instituto Potosino de Investigacion Cientifica y Tecnoldgica (IPICYT). Los resultados
fueron analizados utilizando expasy translate (http://web.expasy.org/translate) para
cambiar de nucledtidos a aminoacidos; posteriormente las secuncias de
aminoacidos  fueron  alineadas  utilizando el programa  ClustalWw2
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/), y se realizé un Blastx en la base de
datos de la NCBI (http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) para determinar a qué
proteinas correspondian esas secuencias y asi verificar el sentido correcto de la

construccion (Figura 17 y 18).
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Figura 16. Gel de agarosa al 1% correspondiente a la electroforesis de la digestion con Ncol de las
construcciones. Carriles: 1) marcador de peso molecular 1lkb., 2) Digestion p464-lactostatina 3)

Digestién p464 (control negativo) 4) Digestion p463-lactostatina.

cttggcttgaaaacgtattattgctgaaaaacgtattattgctgaaaaacgtattattgce
G L KT Y Y C -JK T Yme C -7TK T Y Y (8
tgaaaaacgtagagtgctgaaaaacgtattattgctgaaaaacgtattattgctgaaaaa
Sy T - S A E K R I I /ASEEEK R I I A E &
cgtattattgcagaaaaacgtattattgctgaaaaacgttaaaggaggacageccatggct
R I I A E K R I I A E K R - R R T A M A
cgtgaagcggttatcgccgaagtatcaactcaactatcagaggtagttggcgtcatcgag
R"F A VvV I A E V 8 T, 0 L S E V V G V I E
cgccatctcgaaccgacgttgctggccgtacatttgtacggctceccgcagtggatggegge
R H L E P T L L AV H L Y G S A V D G G
ctgaagccacacagtgatattgatttgctggttacggtgaccgtaaggcttgatgaaaca
s P H S D I D L HommvaewT VvV T V R L D E @
acgcggcgagctttgatcaacgaccttttggaaacttcggecttccecctggagagagcgag
T R R A L I N D L L E T S A S P G E S E
attctccgcgctgtagaagtcaccattgttgtgcacgacgacatcattccgtggegttat
I L. R A V E Vv T I VvV VvV H D D I I P W R Y
ccagctaagcgcgaactgcaatttggagaatggcagcgcaatgacattcttgcaggtate
P A K R E L QO F G E W Q R N D I L A G I
ttcgagccagccacgatcgacattgatctggctatcttgctgacaaaagcaagagaacat
F E P A T I D I D L A I L L T K A R E H
agcgttgceccttggtaggtccagecggcggaggaactctttgateccggttectgaacaggat
s v A L VvV G P A A E E L F D P V P E Q D
ctatttgaggcgctaaatgaaaccttaacgctatggaactcgccgcccgactgggetggce
L ¥ E AL N E T L T L W N S P P D W A G
gatgagcgaaatgtagtgcttacgttgtcccecgecattttggtacagcgcagtaaccgggce
b E R NV VL T L S P HF G T A Q - P G
aaaatcgcgcccgaaggatgtcecgettgeccgactgggcaaatggagcgecctgeccggecce
K T A P E G C R L P T G Q M E R P A R P
caatatccaccccgtcataactttgaaagecctagacagggcttattectttgggaccaaga
Yy P P R H N F E S L D R A Y S L G P R
aaaaagaatcgctttgggccctccceccgcecccaaatccagtttggaaaagaaattttgtece
K K N R F G P S P P Q I Q F G K E I L s
ccctaacgtgaaaaaggcgaagaatcccctaacggtagtttggcaaaattaactggccag
P - R E K G E E S P N G s L A K L T G Q
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gccaatgccaagccttggtacttcaagcttggtaaacgaaaaggttcgtggaaccctttt
AN A K P W Y F K L G K R K G S8 W N P F
gcttcggtggaaaggttgggcccacacgtaattctecgtttcaagectttgggttaaaaat
A S V E R L G P H V I L V s S L W V K N
gtgggtccttctccaagaaaaaccttttggccgtgectegtecgcacactagttggtttgt

v 6 p S P R K T F W P C L V A H - L V C
gaaaagaggtcatg
E K R S

Figura 17. Se observa el resultado de la secuenciacion de la construccion utilizando el oligonucleétido
sentido de la lactostatina, donde se observa al inicio (color azul) parte de la secuencia correspondiente
al gen sintético de la lactostatina, seguido de la secuencia que corresponde al gen aadA lo que indica
la correcta ligacion del gen sintético lactostatina en el vector p464, con amarillo se indica la secuencia
que corresponde a la enzima Ncol.

agggctgaaaaacgtaattattgctgaaaaacgtattattgctgaaaaacgtattattgcect
G L K N V I I A E K R I I A E K R I I A
gaaaaacgtattattgctgaaaaacgtattattgctgaaaaacgtattattgctgaaaaa
E K R I I A E K R I I A E K R I I A E K
cgtattattgcagaaaaacgtattattgctgaaaaacgttaaaggaggacagccatggcect
R I I A E K R I I A E K R - R R T A M A
cgtgaagcggttatcgccgaagtatcaactcaactatcagaggtagttggcgtcatcgag
R E A Vv I A E V S T o L S E V V G V I E
cgccatctcgaaccgacgttgctggceccgtacatttgtacggectceccgcagtggatggecgge
RYH L E P T L L A V HI L Y G S A V D G @G
ctgaagccacacagtgatattgatttgctggttacggtgaccgtaaggcttgatgaaaca
ime K P H S D I D L L JAAEEEE T Vi R L D FE i
acgcggcgagctttgatcaacgaccttttggaaacttcggcttccecctggagagagcgag
B R R A L I N 'D L JisiEeeieE s A S| P G E S s
attctccgcgctgtagaagtcaccattgttgtgcacgacgacatcattccgtggegttat
I L. R AV E V T I VvV VvV H D D I I P W R Y
ccagctaagcgcgaactgcaatttggagaatggcagcgcaatgacattcttgcaggtate
P A K R E L Q F G E W Q R N D I L A G I
ttcgagccagccacgatcgacattgatctggctatcttgctgacaaaagcaagagaacat
F E P A T I D I D L A I L L T K A R E H
agcgttgccecttggtaggtccagcggcggaggaactctttgatccggttectgaacaggat
s v A L VvV G P A A E E L F D P V P E O D
ctatttgaggcgctaaatgaaaccttaacgctatggaactcgccgecccgactgggctgge
L ¥ E A L N E T L T L W N S P P D W A G
gatgagcgaaatgtagtgcttacgttgtcccgcatttggtacagcgcagtaaccggcaaa
b E R NV VL T L S R I W Y S A V T G K
atcgcgccgaaggatgtcgctgeccgactgggcaatggagecgectgecggeccagtatcag
I A P K DV A A D WA ME R L P A Q Y O
cccgtcatacttgaagctagacaggcttatcttggacaagaagaagatcgcttggecteg
p Vv I L E A R Q A Y L G Q E E D R L A S
gcgcgcagatcagttgggaagaatttgtcccactacgtgaaaggcgagatcactaaacgt
AR R S V G K N L S H Y V K G E I T K R
agttggcaaataactgcaaggcatgcaagcttgtactcaagctcgtaacgaaaggtcgtyg
s w ¢ I T A R H A S L Y S S S - R K VvV V
accttgcttcgtgaaaggtggccgacgtaatttcggttcagetttgttaatgggtectecce
T L. L R E R W P T - F R F S F V N G S S
agaactttgctgcctgcaatgtgaaagttgaaaggaattaattcgattggaatccctatt
R T L L. pP A M - K L K G I N S I G I P I
gcacaaaacctttaatttatatt
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Figura 18. Se observa el resultado de la secuenciacion de la construccion utilizando el oligonucle6tido
sentido de la Lactostatina, donde se observa al principio parte de la secuencia correspondiente al gen
sintético de la lactostatina (color azul), seguido de la secuencia que corresponde al gen aadA lo que
indica la correcta ligacién del gen sintético lactostatina en el vector p463, con amarillo se indica la
secuencia que corresponde a la enzima Ncol.

Seleccion de lineas transformantes de Chlamydomonas
reinhardtii.

Después del bombardeo a las células de Chlamydomonas reinhardtii, se
procedio a la seleccion de lineas transformantes, para lo cual se realizaron rondas
de seleccion en medio TAP sdlido adicionado con espectinomicina (150mg/L)
(Figura 19,20 y 21).

Figura 19. Crecimiento de Chlamydomonas en medio TAP con espectinomicina a 25°C con un
fotoperiodo de 16h luz /8h obscuridad 15 dias después de la transformacion.

Figura 20. Rondas de seleccion de posibles colonias transformantes en medio TAP con
espectinomicina por 7 dias a 25° C con un fotoperiodo de 16h luz /8h obscuridad.
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Figura 21. Resiembra en medio TAP con espectinomicina a 25°C con un fotoperiodo de 16h luz /8h
obscuridad, después de 3 rondas de seleccion.

Confirmacion de la integracion del gen sintético lactostatina en el
genoma de cloroplasto de Chlamydomonas reinhardtii.

Después de 5 resiembras seleccionamos algunas clonas y se crecieron en
medio liquido, después de extraer su ADN y se realiz6 una PCR para determinar
homoplastia (Fig. 23), usando oligonucleotidos dirigidos a secuencias presentes en
el cloroplasto de Chlamydomonas como se observa en la Figura 22 y asi como
también fueron analizadas por PCR para determinar la presencia del gen de
seleccién que le confiere resistencia a la espectinomicina (aadA) y el gen sintético
basado en la secuencia lactostatina (Fig. 24)

Cloroplasto de

C. reinhardtii

Figura 22 .Mapa gendmico del cloroplasto de C. reinhardtii. Se resalta la posicion de los

genes tscA y ch1N.
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Figura 23. A) Diagrama esquematico de cepa sin transformar (WT) que contiene los genes
tscA y chlN y diagrama esquematico de clonas transformadas que contienen el casete de expresion
(incluido el gen lactostatina). B) Gel de electroforesis al 1% que nos muestra el amplicon de PCR
utilizando oligonucledtidos que alinean en los genes tscA y Ch1N presentes en el genoma de C.
reinhardtii para observar la homoplastia, utilizandose como control negativo la cepa sin modificar (WT).
Carriles: 1) Marcador de peso molecular 2) linea transplastémica 4, 3) linea transplastémica 22, 4)
linea transplastémica 23, 5) Control negativo WT.
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Figura 24. Gel de agarosa al 2% correspondiente a la electroforesis de los productos de la PCR con
oligonucledtidos especificos para el gen sintético de la lactostatina y el gen de resistencia a
espectinomicina (aadA). De izquierda a derecha: carriles: (+) Control positivo lactostatina, carriles
4,22 y 23: lineas transplastomicas, Carril WT: control negativo. Carril MM: marcador de peso molecular
de 100 bp, (+) control positivo aadA, carriles 4,22 y 23: lineas transplastomicas, carril WT: control
negativo.

Cuantificacion de la proteina recombinante por ensayo de ELISA.

Una vez determinada la homoplastia y presencia de los genes de interés en
las 3 lineas transplastomicas seleccionadas, se procedid a la cuantificacion
utilizando el ensayo de ELISA, las lecturas fueron tomadas en el espectofotometro

de UV visible. Las absorbancias obtenidas fueron las siguientes:

WT Linea 4 Linea 22 Linea 23
0.330668 0.697749 0.676094 0.677840
0.256363 0.579848 0.600770 0.711332
0.274813 0.670035 0.689393 0.827058

Se obtuvo un promedio de las tres réplicas y se les rest6 la lectura promedio
de la WT. Se determiné la cantidad de la proteina producida mediante una curva
estandar obtenida con una proteina pura que contiene una copia del pentapéptido
de interés. Interpolando las lecturas de absorbancia de las muestras problema en la
curva estandar y mediante relaciones de masa molecular apropiadas se determiné
gue la lineas transplastomicas tuvieron una produccion de 2.2 a 5.5% de PTS

recombinante como se observa en la siguiente gréafica (Figura 24).
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Figura 25. Niveles de acumulacién de la proteina recombinante lactostatina en las lineas
transplastomicas seleccionadas. Una cuantificacion por ensayo de ELISA utilizando el anticuerpo anti-
histidinas de la proteina recombinante, fue determinada utilizando una concentracién conocida de una
proteina pura que contiene un copia del péptido de interés con la que se realiz6 un curva lineal con
cantidades conocidas de dicha proteina. Las lineas transplastomicas fueron comparadas con la WT, la
cual present6 diferencia estadisticamente significativa con todas las lineas trasnplastémicas a un valor
de p <0.05, pero no hubo diferencia significativa entre éstas (ANEXOS). La linea 4 muestra una
produccién de 2.20% de PTS, la linea 22, de 4.5% de PTS y la linea 23, de 5.5% de PTS.
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DISCUSION DE RESULTADOS.

Los péptidos hipocolesterolémicos son una alternativa para la prevencién y/o
tratamiento de la hipercolesterolemia, una de las principales causas de desarrollo de
enfermedades cardiovasculares; las cifras de muertes tanto a nivel mundial como
nacional se han incrementado por ésta enfermedad (Kannel, et al., 1961; Valeta, et
al., 2005). El tratamiento de este padecimiento se lleva a cabo con estatinas, un
grupo de farmacos que inhiben selectivamente la HMG-CoA reductasa (3-
hidroximetil-3-metilglutaril-coenzima A), que es la enzima reguladora y limitante de
la velocidad en la biosintesis del colesterol. Dentro de este grupo podemos
encontrar estatinas naturales (lovastatina y pravastatina), semi-sintéticas
(simvastatina) y sintéticas (atorvastatina y fluvastatina) (Manzoni, et al., 2002). Estos
compuestos disminuyen los niveles de colesterol; particularmente las lipoproteinas
de baja densidad o colesterol de baja densidad (colesterol malo); con un ligero
aumento de las lipoproteinas de alta densidad (colesterol bueno), por consiguiente,
previenen la acumulacion de la placa de colesterol dentro de las arterias (Alberts, et
al.,, 1980; Manzoni, et al.,, 1999), cabe mencionar que estos tienen que ser
acompafnados de una dieta baja en grasas, pérdida de peso y ejercicio, ademas de
que estos farmacos pueden presentar ciertas reacciones secundarias: acidez
estomacal, estrefiimiento, dolor de estbmago, nauseas, dolor de cabeza, pérdida de
la memoria o el olvido confusién, por lo que, actualmente diversos cientificos e
investigadores estan prestando mayor atencion a los componentes bioactivos de
fuentes naturales (animales y vegetales) que tengan un efecto hipocolesterolémico
sobre el organismo humano (Torruco-Uco, et al., 2008).

Por lo anterior, el proyecto aqui descrito incide en establecer una nueva
alternativa para la prevencion y tratamiento de la hipercolesterolemia, el cual radica
en la modificacion genética de la microalga comestible, C. reinhardtii.

C. reinhardtii se ha mostrado como un sistema eficiente de expresion de
proteinas recombinantes debido a que no causa dafios en la salud de las personas,
su cultivo es facil, presenta una transformacion estable y puede ser escalable. En
este trabajo se realiz6 la transformacion de C. reinhardtii con el gen sintético basado
en la secuencia de la lactostatina que codifica para un péptido con actividad

hipocolesterolémica, en cuanto al disefio, se incluyeron 9 repeticiones en tandem
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del pentapeptido de interés debido a que se ha observado en trabajos previos que
esto genera niveles mas altos de producciéon (Heitzer, et al., 2007). Los codones
para el gen lactostatina fueron optimizado para Chlamydomonas reinhardtii para
lograr una mayor expresion de la proteina recombinante en el cloroplasto, esto
debido a un aumento en la eficiencia de la traduccion del gen de interés (Rasala, et
al., 2010). En cuanto a los vectores, seleccionamos los vectores llamados p463 y
p464 debido a que en estudios anteriores se ha reportado que ambos muestran
altos niveles de expresion de proteinas recombinantes en cloroplastos de
Chlamydomonas reinhardtii (Campos, et al., 2012). La seleccién de uno u otro
vector es dificil, debido a que se ha observado que existe variacion en los niveles de
produccién dependiendo de la proteina producida. Esta reportado en unos trabajos
que es mejor utilizar el promotor de la ATPa sintasa (vector p464) y en otros
sugirieren que es mejor el uso del promotor RbcL (vector p463) (Fletcher, et al.,
2007; Hallmann, 2007).

La seleccion de transformantes mediante 5 resiembras en medio selectivo se
bas6 en lo que menciona Bock (2001), el evento de transformacién inicial involucra
la integracién del ADN transformante en una o unas pocas copias del genoma
plastidico presentes en cada célula. Durante las subsecuentes divisiones de células
y organelos, la presencia de altas concentraciones del agente selectivo
(generalmente espectinomicina) favorece la multiplicaciéon de los plastidos que
contengan su genoma transformado. De esta forma, luego de sucesivas rondas de
regeneracion en un medio selectivo, puede alcanzarse un estado denominado
homoplastia, en el que cada copia del plastoma es recombinante. Esto lo
comprobamos al realizar andlisis de PCR y obtener en las tres lineas analizadas
homoplastia al observar los amplicones del tamafio esperado.

El analisis de PCR con oligonucleétidos disefados para el gen sintético
lactostatina nos muestra la integracion sitio dirigida del gen en el cloroplasto de
Chlamydomonas, asi como también la del gen de seleccion aadA.

Cabe mencionar que tuvimos un bajo rendimiento en la transformacion,
debido a que solo se obtuvieron tres colonias que resistieron las 5 resiembras, esto
pudo deberse a varios factores: a) la cantidad de ADN no fue la adecuada, b) fue

poca la cantidad de ADN pudo llegar al cloroplasto, y c) la cantidad de balas fue
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poca. Sin embargo es importante mencionar que todas las colonias nos dieron
positivas en todos los andlisis.

Las 3 lineas transgénicas muestran produccion del péptido observandose
mayor produccion en la linea 23. Los resultados muestran que el cloroplasto de
Chlamydomonas reinhardtii puede ser un sistema efectivo para la produccion y
acumulacién de péptidos bioactivos. Usando el anticuerpo anti-Histidinas en el
ensayo de ELISA y tomando como control una proteina purificada que contiene una
repeticién del péptido de interés, se determin6 que los niveles de produccion de la
proteina recombinante varian desde 2.2% hasta 5.5% de PTS.

En cuanto a la cuantificacion de la produccion de la proteina recombinante
de interés en las tres lineas transplastomicas seleccionadas, observamos que tienen
diferentes niveles de produccién, observandose un mayor porcentaje de PTS en la
linea 23 con un 5.5%. Una posible explicacion en cuanto a los rendimientos
variables entre las lineas obtenidas podria estar relacionado con la variacién
asociada a modificaciones genotipicas resultantes del proceso de transformacion
(Surzycki, et al., 2009) como lo son los transformosomas. Segun los autores, se
sugiere que las lineas individuales tienen caracteristicas Unicas que pueden ser
afectadas por inserciones nucleares, interfiriendo asi con la expresion de los genes
del cloroplasto necesarios para la fotosintesis o con proteinas implicadas en la
translocacion. Debido a la naturaleza poliploide del plastoma también es posible que
la variacion observada en los rendimientos de la produccién de la proteina
recombinante pueda atribuirse a la heteroplastia. Sin embargo, los rendimientos
obtenidos son similares a los reportados para otras proteinas recombinantes
expresadas en los cloroplastos C. reinhardtii utilizando el mismo promotor
(atpAlrbcL), por ejemplo, para el anticuerpo HSV8-Isc se reporté una produccién del
0.5% de PTS (Mayfield, et al., 2003), para el factor de necrosis tumoral (hTRAIL) de
un 0.43 a 0.67% de PTS (Yang, et al., 2006) y para la descarboxilasa de acido
glutamico humano 65 de un 0.25 a0.3% de PTS (Wang, et al., 2008). Estos datos,
junto con el hecho que las 3 clonas regeneradas acumularon la proteina quimérica
en niveles mayores a los reportados para otras proteinas recombinantes (2.2-5.5 %
de PTS), confirma que los cloroplastos de C. reinhardtii son capaces de producir
proteinas heterdlogas. Se espera que este estudio sirva de base para la generacion

de plataformas convenientes para la produccion de péptidos bioactivos

62



hipocolesterolémicos utilizando técnicas de ADN recombinante, ingenieria genética
y microalgas como hospederos de expresion atractivos.
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CONCLUSIONES.

Se disefid un gen sintético con secuencias en tandem para la lactostatina el
cual fue introducido a la microalga Chlamydomonas reinhardtii mediante biobalistica.
La integracién de este gen quimera en cloroplasto fue confirmada mediante PCR y
la proteina se cuantificd por ELISA. C. reinhardtii puede utilizarse como un sistema
de expresion eficiente y estable para la produccion a gran escala de péptidos
hipocolesterolémicos.

Este trabajo proporciona una nueva estrategia para producir el péptido
bioactivo lactostatina, con potencial para tratar y prevenir el desarrollo de

enfermedades cardiovasculares.
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GLOSARIO.

1) ADN: Elé4cido desoxirribonucleico, abreviado como ADN, es un acido

2)
3)

4)

5)

6)

7

8)

9)

nucleico que contiene instrucciones genéticas usadas en el desarrollo y
funcionamiento de todos los organismos vivos conocidos y algunos virus, y
es responsable de su transmisién hereditaria.

Bicistronico: dos genes bajo la regulacion de un Unico promotor.

Biobalistica: método de transferencia directa de genes en una célula, con el
objetivo de crear organismos transgénicos. Consiste en propulsar los genes
de interés dentro de las células con la ayuda de un cafion de ADN, con lo
cual se modifica el ADN de las células

Chlamydomonas reinhardtii: alga unicelular de 10 micrémetrosde diametro
que nada con dos flagelos.

Cloroplasto: organulos celulares que en los organismos eucariontes
fotosintetizadores se ocupan de la fotosintesis.

Lineas homoplasticas: lineas celulares que son iguales, es decir, que todas
las copias del genoma presentan el gen deseado.

Optimizacion de codones: procedimiento mediante el cual los codones de un
gen clonado, que no son los que generalmente utiliza el sistema de
traduccioén de la célula hospedera, se cambian por mutagénesis in vitro a los
codones seleccionados sin que cambien los aminoacidos.

Proteina recombinante: proteina que se obtiene a partir de una especie o
una linea celular distinta a la célula original.

Recombinacion homdloga: integracién dirigida de secuencias de ADN
exégeno que luego propagan a todas las copias del genoma de ese y los

demas cloroplastos de la célula.

10) Secuenciacion: proceso que determina el orden preciso de los nucle6tidos.

11) Trasgen: gen que se moviliza o se transfiere entre dos organismo distintos o

lineas celulares de una manera no sexual.

12)Vector de clonacién: son moléculas transportadoras que transfieren y

replican fragmentos de ADN que llevan insertados mediante técnicas

de ADN recombinante.
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ANEXOS.
Ensayo de ELISA

WT 4 22 23

0.330668 0.697749 0.676094 0.677840
0.256363 0.579848 0.600770 0.711332
0.274813 0.670035 0.689393 0.827058

ANOVA unidireccional: C1, C2, C3, C4

Fuente GL
Factor 3 0.
Error 8§ 0.

Total 11 0o
S = 0.05855

Nivel N Me
C1l 3 0,28
C2 3 0.64
C3 3 0.65
Cc4 3 0,73

sC CM 3 P
36400 0.12133 35.40 0.000
02742 0.00343

39142

R-cuad. = 92.99% R-cuad. (ajustado) = 90.37%
ICs de 95% individuales para la media
basados en Desv.Est. agrupada

dia Desv.Est. —---—-—-- o 4 e 4 — — - S

728 0.03869 (———=*----)

921 0.06165 (R |

542 0.04779 (.

874 0.07829 (== - )
————— Fom - Fom - Fom - +--

0.32 0.48 0.64 0.80

Desv.Est. agrupada = 0.05855

Agrupar informacién utilizando el método de Tukey

N Media
C4 3 0.73874
C3 3 0.65542
C2 3 0.64921
Cl 3 0.28728

Las medias que
Intervalos de
Todas las comp

Nivel de confi

Se restd Cl a:

Inferior
C2 0.20880
C3 0.21501
Cc4 0.29834

Agrupacién
A
A
A
B

no comparten una letra son significativamente diferentes.

confianza simultaneos de Tukey del 95%
araciones en parejas

)

anza individual = 98.74%

Centro Superior tomm—————= fomm - fmmm————— e
0.36193 0.51506 [C— X )
0.36814 0.52126 [C— O )
0.45146 0.60459 [C— x_____ )
Fom Fom Fomm Fomm




Se restd C2 a:

Inferior

Se restd C3 a:

Inferior

Centro
C3 -0.14692 0.00621
c4 -0.06359 0.08953

Centro
C4 -0.06980 0.08332

Superior to———————- tom—————— o e
0.15933 [ — X )
0.24266 [ —— K )
Fommm Fomm = R o
-0.25 0.00 0.25 0.50
Superior Fom—————— tom—————— o e
0.23645 [E— X )
=== e e e o
-0.25 0.00 0.25 0.50

Curva estandar para determinar la concentracién de la proteina recombinante

0.3
y =0.0246x+ 0.0752
0.25 R?=0.9786
s 02 //’y///k’yfo
-'-E 0.15
2 4 Seriesl
= 0.1 / Lineal (Series1)
0.05
0
0 2 4 6 8
Concentracién de Proteina
WT LINEA 4 LINEA 22 LINEA 23
0.330668 0.697749 0.676094 0.677840
0.256363 0.579848 0.600770 0.711332
0.274813 0.670035 0.689393 0.827058
PROMEDIO PROMEDIO PROMEDIO PROMEDIO
0.28728133 0.6249415 0.6450815 0.769195

ECUACION DE LA RECTA (y=mx+b)
y=0.0246X+0.0752, despejando x tenemos:

x=y-0.0775/0.0246 *y= promedio de cada linea — promedio WT

X,=(0.6249415-0.28728133) - 0.0775/0.0246 = 10.67 pg/uL
X,,=(0.6450815-0.28728133) - 0.0775/0.0246 = 11.48 pg/uL
X,3=(0.769195-0.28728133) - 0.0775/0.0246 = 16.53ug/pL




DETERMINACION DE LA CONCENTRACION
Masa molecular de la proteina control: 14660.04 g/mol
Masa molecular del pentapéptido lactostatina: 573 g/mol

Con la prueba de Bradford se determinaron las concentraciones y en cada
pozo se asegurd que hubiera la misma cantidad de proteina (50ng), con los célculos
correspondientes se obtuvo que en la linea 4 se coloc6 3.3 L de la proteina total
obtenida, en la linea 22 se coloc6 1.8 uL y en la linea 23 se coloco 2.1uL

Para lalinea 4 tenemos:
10.67ng - 3.3uL
X -1uL x=3.2 ng/uL de proteina total

Esa cantidad equivale a la proteina control, necesitamos saber que cantidad de esa
proteina equivale a la proteina de interés, basandonos en sus masas moleculares
tenemos que:

3.2 ng/uL — 14660.04
X - 573 x=0.1250 ng/uL

Esto equivale a una repeticién, pero recordemos que nuestro disefio contenia 9
repeticiones, por lo tanto, el resultado debemos multiplicarlo por 9
0.1250 ng/uL * 9 = 1.13ng/uL

En porcentaje tenemos
50ng- 100%
1.13- x  X=2.26% PTS

Paralalinea 22 tenemos:
11.48 ng — 1.8uL
X -1puL x=6.4 ng/uL de proteina total

Esa cantidad equivale a la proteina control, necesitamos saber que cantidad de esa
proteina equivale a la proteina de interés, basandonos en sus masas moleculares
tenemos que:

6.4 ng/uL — 14660.04
X - 573 x=0.250 ng/uL

Esto equivale a una repeticién, pero recordemos que nuestro disefio contenia 9
repeticiones, por lo tanto, el resultado debemos multiplicarlo por 9
0.250 ng/pL * 9 = 2.25ng/puL

En porcentaje tenemos
50ng- 100%
2.25- X X =4.5% PTS



Para la linea 23 tenemos:
16.53 ng — 2.1uL
X -1uL x=7.87 ng/uL de proteina total

Esa cantidad equivale a la proteina control, necesitamos saber que cantidad de esa
proteina equivale a la proteina de interés, basandonos en sus masas moleculares
tenemos que:

7.87 ng/uL — 14660.04
X - 573 x=0.310 ng/pL

Esto equivale a una repeticion, pero recordemos que nuestro disefio contenia 9
repeticiones, por lo tanto, el resultado debemos multiplicarlo por 9
0.310 ng/pL * 9 = 2.79ng/pL

En porcentaje tenemos
50ng- 100%
2.79 - x X =5.58% PTS
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