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Resumen 
 

La transglutaminasa tisular humana (TG2) es el principal autoantígeno 

de la enfermedad celíaca, por lo que resulta una molécula de interés para el 

diagnóstico de esta enfermedad. En este trabajo se desarrolló un sistema para 

producir y purificar TG2 de plantas. En el abordaje de la producción de TG2 se 

utilizaron dos estrategias para incrementar sus niveles de acumulación: el 

direccionamiento subcelular y la coexpresión con polímeros similares a elastina 

(ELP). Las condiciones que produjeron mayores niveles de expresión fueron 

obtenidas por direccionamiento a retículo endoplásmico o vacuola y en 

presencia de moléculas de ELP. Por otro lado, se diseñó un sistema de 

purificación que consiste en la producción de una molécula de captura que 

permite realizar una precipitación selectiva. Esta molécula está formada por un 

anticuerpo simple cadena específico de TG2 fusionado covalentemente a un 

polímero similar a elastina y se produjo en hojas de Nicotiana benthamiana. La 

molécula de captura fue capaz de reconocer y recuperar TG2 producida en 

plantas o de células Caco-2. Finalmente, se demostró que las versiones de 

TG2 producidas en plantas fueron reconocidas por sueros de pacientes 

celíacos mientras que no por sueros de personas sanas, indicando que podrían 

ser utilizadas en un método de detección de la enfermedad celíaca.  
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1. Las plantas como biorreactores de moléculas de interés 

 

El uso de las plantas como biorreactores para producir moléculas de 

interés incluyendo proteínas recombinantes se denomina “plant molecular 

pharming (PMP)” (Ma y col. 2015). Las plataformas PMP en comparación con 

otros sistemas que emplean células de mamíferos, bacterias y levaduras, 

presentan numerosas ventajas, como por ejemplo los bajos costos de 

producción y de inversión en instalaciones para la manufactura, facilidad en la 

introducción en los genes de interés y la simplicidad y rapidez del escalado 

(Fischer y col. 2012; Sack y col. 2015). Además, las plantas carecen de 

endotoxinas como las encontradas en bacterias y no son huéspedes de 

patógenos animales por lo resultan ser un sistema más seguro. Asimismo 

debido a las diferencias fisiológicas entre animales y vegetales, se podrían 

producir un gran número de proteínas como hormonas y factores de 

crecimiento sin correr el riesgo de que interfieran en el desarrollo normal del 

sistema. Otra ventaja que presentan las plantas es que tienen la capacidad de 

procesar correctamente proteínas de estructura compleja ya que glicosilan, 

hidroxilan, fosforilan, forman uniones disulfuro, realizan procesamiento 

proteolítico, etc. (Ma y col. 2013; Gomord y Faye 2004). La principal desventaja 

que presentaban las plataformas PMP eran los niveles de expresión 

alcanzados, que eran inferiores a los obtenidos en otros sistemas, sin embargo, 

este obstáculo fue superado con numerosas mejoras que se describirán más 

adelante.  

En cuanto a la transformación de las células vegetales, se dispone de 

sistemas estables y transitorios. En los sistemas de transformación estable los 

genes foráneos se introducen en el genoma nuclear o de cloroplastos de la 

célula y estos transgenes son transmitidos de una generación a otra, mientras 

que en sistemas de expresión transitoria no ocurre la integración y los genes se 

expresan por un período de tiempo limitado hasta que se pierden.  

Para transformar células vegetales, se emplean principalmente dos 

métodos: biobalístico y transferencia con Agrobacterium tumefaciens. En el 

método biobalístico el plásmido con el gen de interés es depositado sobre 

micropartículas de metal que son aceleradas para penetrar dentro de la célula 

con la ayuda de una pistola génica y el DNA liberado se integra en el genoma 
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blanco, seleccionándose aquellas células en que ha ocurrido integración 

empleando marcadores de selección. En la metodología que emplea 

Agrobacterium sp se hace uso de la maquinaria de transferencia de genes que 

poseen estas bacterias que transfieren un fragmento de DNA, denominado T-

DNA, que se encuentra en un plásmido (denominado Ti) por un proceso de 

conjugación siendo uno de los pocos ejemplos de transferencia horizontal entre 

organismos de distintos reinos (Gelvin 2010, Gelvin 2012). Los sistemas de 

expresión transitoria más empleados en PMP también hacen uso de la 

maquinaria de Agrobacterium sp pero en este caso la bacteria se infiltra 

directamente en las hojas donde expresarán las proteínas que luego de unos 

días son cosechadas. En la actualidad existen un gran número de vectores de 

expresión en plantas que contienen secuencias derivadas del plásmido Ti 

(denominados plásmidos binarios) a las que se les adicionó secuencias 

regulatorias provenientes de virus vegetales que incrementan la transcripción, 

mejoran la estabilidad del mRNA, facilitan la traducción y en algunos casos 

copian los mRNA empleando secuencias replicativas y que permiten obtener 

rendimientos muy altos de la proteína recombinante en muy poco tiempo 

(Mortimer y col. 2015, Peyret y Lomonossoff 2015).  

El éxito de las plantas como biorreactores ha sido demostrado con 

numerosos productos en el mercado ya sea con aplicaciones terapéuticas, en 

diagnóstico, en investigación o en cultivos de tejidos (Paul y col. 2015, 

Lomonossoff y D'Aoust 2016). Entre los productos biofarmacéuticos que se 

muestran en la Tabla I.1 se encuentran la vacuna de subunidad contra el virus 

que produce la enfermedad de Newcastle en pollos producida en células de N. 

tabacum-1 (NT-1) por Dow AgroScience (Indianapolis, USA) aprobada por el 

departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA) en el año 2006 (Vermij 

2006), el primer anticuerpo producido en tabaco que alcanzó una escala 

comercial (empleado en la producción de la vacuna cubana contra la hepatitis 

B) (Kaiser 2008), así como también el primer biofarmacéutico -

glucocerobrosidasa/alfa taliglucerasa producido en suspensiones de células de 

zanahoria aprobado por la FDA para tratamiento humano en el año 2012 

comercializado por Protalix BioTherapeutics (Israel) como Elelyso (Fox 2012). 

Además la aprobación por la Organización Mundial de la Salud, del uso del 

cocktail de tres anticuerpos monoclonales ZMapp producido en N. benthamiana 
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para tratar un número reducido de pacientes con fines humanitarios durante al 

brote de Ébola desatado en África occidental en el 2014 a pesar de que dicho 

producto no había completado las etapas de evaluación clínica (Streatfield y 

col. 2015). Asimismo una vacuna contra la gripe pandémica H5N1 producida en 

tabaco por Medicago (Canadá) que está actualmente en etapas de evaluación 

clínica III y cuenta con una autorización para ser empleada en caso de una 

emergencia (http://www.medicago.com/English/Products/product-pipeline/default.aspx). 

También se encuentra en evaluación clínica un anticuerpo anti-HIV para 

prevenir la transmisión del virus producido en plantas transgénicas de tabaco 

(Sack y col. 2015). A estos productos se suman otros no-biofarmacéuticos 

comercialmente disponibles en la actualidad (Tabla I.2) como por ejemplo el 

colágeno, anticuerpos, factores de crecimiento, citoquinas, avidina, albumina, 

lactoferrina, insulina, aprotinina y enzimas como tripsina, lisozima, α-amilasa y 

enteroquinasa (Lomonossoff y D'Aoust 2016, Tschofen y col. 2016). Esta 

variedad de productos fue desarrollada por diferentes empresas principalmente 

para ser utilizados como reactivos tanto de investigación como en procesos 

industriales (enzimas o reactivos de purificación), aplicaciones en salud e 

ingredientes cosméticos, entre otros. En el desarrollo de estos productos se 

han utilizado diferentes especies vegetales según el caso, tales como tabaco, 

maíz, arroz (granos o suspensión de células) o trigo, ya sea mediante 

transformación estable o transitoria. Las ventajas que representan para la 

empresa la selección de estos sistemas de expresión radican principalmente en 

el bajo costo de producción y en la posibilidad de no utilizar animales en el 

proceso. 

 

 

 

http://www.medicago.com/English/Products/product-pipeline/default.aspx
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Producto Aplicación Desarrollador Planta Tecnología de 
transformación 

Estado de 
desarrollo 

Referencia 

Vacuna de subunidad 
Prevención- Enfermedad de 
Newcastle 

Dow AgroScience 
Tabaco  
(Suspensiones 
celulares) 

Transformación estable 
Aprobado en 
Estados Unidos.  

http://www.dowagro.
com 

Taliglucerasa alfa 
Terapia de reemplazo para la 
Enfermedad de Gaucher 

Protalix 
Biotherapeutics 

Zanahoria 
(Suspensiones 
celulare) 

Transformación estable 
Aprobado en 
Estados Unidos y 
otros países. 

(Fox 2012, Tekoah y 
col. 2015) 

Paclitaxel y docetaxel  
Principios activos para 
tratamientos de cancer de 
mama, ovarios, etc. 

Phyton Biotech 

Suspensiones 
celulares de la 
familia 
Euphorbiaceae  

Screening de especies con 
mayores rendimientos de 
distintos metabolitos 
secundarios 

Aprobados en USA; 
Japón, china, Corea, 
Canada, Australia y 
Rumania 

http://www.phytonbi
otech.com/ 

Particula similar al virus de 
influenza H5N1  

Vacuna contra influenza 
pandémica  

Medicago N. benthamiana 
Expresión transitoria 
utilizando agroinfiltración 
con Agrobacterium 

Fase 2 (Landry y col. 2010) 

Particula similar al virus 
cuadrivalentede influenza  

Vacuna estacional de 
influenza 
 

Medicago N. benthamiana 
Expresión transitoria 
utilizando agroinfiltración 
con Agrobacterium 

Fase 2 
(ClinicalTrials.gov 

2016) 

IgG idiotipo derivado de tumor 
Vacuna terapéutica para 
linfoma (excepto linfoma de 
Hodgkin’s) 

Icon Genetics N. benthamiana 
Expresión transitoria 
utilizando agroinfiltración 
con Agrobacterium 

Fase 1 (Tusé y col. 2015) 

IgA-IgG híbrido secretorio  
Tratamiento para caries 
dentales 

Planet 
Biotechnology 

Tabaco Transformación estable Fase 2 
(Weintraub y col. 

2005) 

IgG anti-HIV humano 
Prevención de la transmisión 
de HIV  

Consorcio Pharma-
Planta 
 

Tabaco Transformación estable Fase 1 (Ma y col. 2015) 

Cocktail de IgG quimérico anti-
Ébola 

Tratamiento de infección por 
el virus del Ébola 
 

Mapp 
Biopharmaceutical 

N. benthamiana 
Expresión transitoria 
utilizando agroinfiltración 
con Agrobacterium 

Fase 1/2 (Qiu y col. 2014) 

Trastuzumab. 
Tratamiento de cáncer de 
mama 

Plant Form N. benthamiana 
Expresión transitoria 
utilizando agroinfiltración 
con Agrobacterium 

Espera lanzarlo al 
Mercado en el 2018 

http://www.plantfor
mcorp.com/products.

aspx 

Tabla adaptada de Lomonossoff y D`Aoust 2016 (Lomonossoff y D'Aoust 2016) 

Tabla I.1. Productos biofarmacéuticos producidos en plantas en fase de ensayos clínicos o aprobados 
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Producto 

Aplicación Empresa Planta 
Tecnología de 

transformación 
Estado de 
desarrollo 

Ventaja del 
sistema 

Referencia 

Colágeno Reactivo para investigación, 
cultivo de tejidos, 
aplicaciones en salud. 

 

Collplant Tabaco Transformación 
estable 

Comercializado Costo reducido, 
no presenta riesgo de 
patógenos animales 

http://www. 
collplant.com 

Factores de crecimiento, 
citoquinas, tiorredoxina, 
TIMP-2 

Reactivos para investigación Agrenvec Tabaco Transformación 
transitoria  

Comercializado Costo reducido, 
no presenta riesgo de 
patógenos animales 

http://www. 
agrenvec.com 

Tripsina, avidina, endo-
1,4-β-D-glucanasa 

Reactivos para investigación ProdiGene/ Sigma-
Aldrich 

Maíz Transformación 
estable 

Comercializado Costo reducido, 
no presenta riesgo de 
patógenos animales 

http://www. 
sigmaaldrich.com 

Celobiohidrolasa l Reactivo para investigación o 
industria 

Infinite Enzymes/ 
Sigma-Aldrich 

Maíz Transformación 
estable 

Comercializado Costo reducido, 
producción integrada 

http://www. 
sigmaaldrich.com 

Albumina, lactoferrina, 
lisozima, tranferrina, 
insulina 

Reactivos para investigación Ventria Bioscience/ 
InVitria 

Arroz Transformación 
estable 

Comercializado Costo reducido, 
no presenta riesgo de 
patógenos animales 

http://www. 
invitria.com 

Aprotinina  Reactivo para investigación 
 

Kentucky Bio-
Processing 

Tabaco Transformación 
transitoria 

Comercializado 
 

Costo reducido http://www.kbpllc. 
com 

Factores de crecimiento, 
Citoquinas 

Reactivos para investigación 
 

ORF Genetics Trigo Transformación 
estable 

Comercializado 
 

Costo reducido, 
no presenta riesgo de 
patógenos animales 

http://www.orfgenetic
s.com 

Tripsina, enteroquinasa, 
factores de crecimiento, 
citoquinas 

Reactivos para investigación, 
ingredientes cosméticos 
 

Natural Bio-
Materiales 

Suspensión de 
células de 
arroz 

Transformación 
estable 

Comercializado 
 

Costo reducido, 
no presenta riesgo de 
patógenos animales 

http://www.nbms.co.k
r 

Anticuerpo contra 
antígeno de hepatitis B 

Reactivo para purificación de 
la vacuna contra hepatitis B 

Center for Genetics 
Engineering and 
Biotechnology, 
Cuba 

Tabaco Transformación 
estable 

Desarrollando 
aplicación 
comercial 

Costo reducido http://gndp.cigb. 
edu.cu 

α-amilasa Producción de bioetanol Syngenta Maíz Transformación 
estable 

Comercializado Costo reducido, 
Producción integral 

http://www.syngenta.c
om 

Factores de crecimiento Reactivo para el cultivo de 
tejidos 

NexGen Tabaco Transformación 
transitoria 

Comercializado Costo reducido, 
no presenta riesgo de 
patógenos animales 

http://www.nexgen.co
m 

Tabla adaptada de Tschofen y colaboradores 2016 (Tschofen y col. 2016) 

Tabla I.2. Productos no-biofarmacéuticos producidos en plantas comercialmente disponibles 
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Los ejemplos mencionados muestran el posicionamiento alcanzado por 

las plantas como plataformas de producción de proteínas que ha ido 

acompañado por la construcción de diferentes plantas de manufactura a gran 

escala en todo el mundo; muchas de ellas con capacidad para producir bajo 

normas GMP (Holtz y col. 2015). A pesar de los grandes avances, todavía 

queda un largo camino por recorrer ya que los niveles alcanzados son, en 

muchos casos, inferiores a los obtenidos con otros sistemas de producción. En 

este sentido, numerosos factores afectan el rendimiento en la producción de 

una proteína recombinante, tanto en la etapa de su síntesis (upstream) como 

en el proceso de purificación (downstream). Algunos de estos factores pueden 

ser modificados para mejorar el rendimiento del proceso productivo, como se 

detalla en las secciones siguientes. 

 

 

2. Factores que determinan la eficiencia del proceso de producción 

(Upstream) de una proteína foránea 

 

Para que la producción de una proteína de interés en plantas resulte 

económicamente rentable es necesario alcanzar altos rendimientos, lo que 

dependerá de dos factores principales como son la síntesis y la degradación 

(Egelkrout y col. 2012). La velocidad de síntesis depende de la velocidad de 

transcripción, vida media del mRNA y velocidad de traducción. La velocidad de 

degradación depende de la capacidad de la célula para plegar correctamente la 

proteína foránea y de su susceptibilidad a la proteólisis.  

La velocidad de transcripción depende fundamentalmente del promotor 

escogido, de la presencia de secuencias facilitadoras (enhancers), de la 

incorporación de intrones y de silenciamiento génico transcripcional (Egelkrout 

y col. 2012). La estabilidad del mRNA foráneo dependerá principalmente de las 

regiones no traducidas 5´ y 3´ (UTRs) y los fenómenos de silenciamiento 

génico postranscripcional. La velocidad de traducción depende de las regiones 

no transcriptas 5´ y 3´ (UTRs) y del uso de codones (Egelkrout y col. 2012). 

Con el objetivo de lograr altos niveles de síntesis se han desarrollado diferentes 

estrategias algunas de las cuales se detallarán a continuación.  
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Uno de los factores que afectan a la velocidad de síntesis es el promotor 

seleccionado. Existen numerosas opciones para la expresión en hojas de 

plantas, pero uno de los más utilizados es promotor viral 35S proveniente del 

virus de mosaico del coliflor (CaMV) que permite alcanzar altos niveles de 

expresión. En los últimos años se encontraron otros promotores más 

adecuados y activos según el sistema de expresión utilizado, algunos ejemplos 

son el de la plastocianina (Vezina y col. 2009), faseolina para la expresión en 

semillas (De Jaeger y col. 2002), el de glutelinas (De Muynck y col. 2010), el de 

alfa prima beta conglicinina (Petruccelli y col. 2006), incluso han surgido 

versiones sintéticas (Koul y col. 2012) y promotores inducibles (Dugdale y col. 

2013).  

En cuanto a los métodos de optimización de codones, consideran que 

los codones raros son limitantes de la velocidad para la síntesis de proteínas y 

que los codones sinónimos son intercambiables y varían en la extensión de 

otras características consideradas tales como presencia de secuencias en el 

mRNA que pueden inhibir la expresión, por ejemplo, elementos de inestabilidad 

de mRNA, el contexto de nucleótidos del codón de iniciación, estructuras 

secundarias de mRNA, repeticiones de secuencia, composición de nucleótidos, 

sitios de entrada de ribosomas internos, sitios putativos de splicing. Además, 

algunos programas consideran información estructural de la proteína, sitios poli 

(A) intragénicos, codones de stop en los marcos de lectura alternativos y 

dinucleótidos que son blanco para la escisión de la RNAsas, la mutación y el 

silenciamiento génico dependiente de la metilación (Chin y col. 2014, Mauro y 

Chappell 2014). Algunos algoritmos utilizan el codón más frecuente para todas 

las instancias de un aminoácido mientras que otros ajustan el uso del codón 

para que sea proporcional a la distribución natural del organismo huésped de 

forma de identificar y mantener las regiones de traducción lenta consideradas 

importante para el plegamiento de proteínas. Otros métodos tienen en cuenta a 

los tRNAs más abundantes utilizando codones de acuerdo a esta abundancia, 

sustituyendo selectivamente codones raros o evitando ocurrencias de codones 

pares que se sabe que se traducen lentamente (Mauro y Chappell 2014). En la 

bibliografía se informan casos en los que no se detectaron diferencias 

significativas, incluso casos en que el gen nativo produce mayores niveles que 

la versión del gen de interés con codones optimizados, mientras que en otros 
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casos los niveles de acumulación se ven incrementados en más de 1000 

veces (Egelkrout y col. 2012, Gustafsson y col. 2012). Es por ello que la 

selección de parámetros de diseño más eficaz se encuentra actualmente en 

discusión.  

Una de las estrategias para incrementar los rendimientos que se ha 

vuelto muy popular cuando se emplean métodos de expresión transitoria lo 

constituyen el uso de supresores virales de silenciamiento génico 

postranscripcional (PTGS) (Baulcombe y col. 2000, Voinnet y col. 2003). 

Algunos de los PTGS derivados de virus más utilizados son RYMV-p1 (Rice 

Yellow Mottle Virus), GVA-p10 (Grapevine Virus A), TBSV-p19 (Tomato Bushy 

Stunt Virus), BYV- p21 (Beet Yellow Virus), GLRaV p24 (Grapevine Leaf Roll 

Associated Virus), p25 (Potato Virus X), TCV- p38 (Turnip Crinkle Virus), CMV- 

2b (Cucumber Mosaic Virus), PVY-HCPro (Potato virus Y) y TEV-HCPro 

(Tobacco Etch Virus) siendo su efecto dependiente de la proteína de interés, 

las condiciones de agroinfiltración empleadas y el número de días 

postinfiltración a los que se evalúa el efecto (Lombardi y col. 2009, Circelli y col. 

2010, De Muynck y col. 2010, Arzola y col. 2011).  

Entre los factores postraduccionales, la localización subcelular es de 

particular interés ya que tiene un profundo impacto en los rendimientos de 

proteínas (Egelkrout y col. 2012, Nausch y col. 2012, Marin Viegas y col. 2016). 

Estas estrategias de direccionamiento, como la retención en retículo 

endoplásmico (Wandelt y col. 1992, Conrad y Fiedler 1998, Petruccelli y col. 

2006) y direccionamiento vacuolar (Yang y col. 2005, Shaaltiel 2006, Shaaltiel y 

col. 2007, Cheung y col. 2009, Jackson y col. 2010, Jha y col. 2012, De 

Marchis y col. 2013) (sin considerar la transformación de cloroplastos ya que el 

procesamiento postraduccional de la proteína es limitado) se desarrollaron 

principalmente para evitar la degradación que ocurre en el apoplasto (Stoger y 

col. 2005, Petruccelli y col. 2006, Benchabane y col. 2008, Goulet y col. 2012, 

Hehle y col. 2015). Hasta el momento la más eficiente sigue siendo la retención 

en el retículo endoplásmico aunque resulta interesante evaluar otros 

compartimentos ya que su efecto es dependiente de la proteína (Conrad y 

Fiedler 1998, Schillberg y col. 2002, Petruccelli y col. 2006). 

También el estado fisiológico de la planta, incluyendo su etapa de 

desarrollo y su interacción con el entorno, es un factor que puede afectar los 
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niveles de expresión obtenidos, remarcando la importancia de las condiciones 

de cultivo (Buyel & Fischer 2012; Stevens et al. 2000; Twyman et al. 2013). 

En los últimos años también han cobrado mucha importancia los 

vectores híbridos o desarmados que toman las ventajas del Agrobacterium 

para transferir el DNA a la célula vegetal y de los virus de amplificarlo (Gleba y 

col. 2014, Peyret y Lomonossoff 2015). Además se han desarrollado nuevos 

vectores binarios como por ejemplo el pEAQ que permite introducir el gen de 

interés entre los 5’ y 3’ UTR (untranslated regions) del RNA2 de CPMV 

(Cowpea mosaic virus) y que contiene el gen codificante para el inhibidor de 

silenciamiento génico postranscripcional P19 TBSV (Tomato bushy stunt virus) 

dentro del T-DNA. El pEAQ permite obtener rendimientos tan altos como los 

obtenidos con los sistemas que usan vectores híbridos (Sainsbury y col. 2009). 

También se han generado vectores binarios de menor tamaño y que facilitan el 

clonado de los genes de interés empleando diferentes recombinasas (Karimi y 

col. 2007, Nakagawa y col. 2009) o endonucleasas de tipo IIS que generan 

extremos cohesivos Golden Braid (Sarrion-Perdigones y col. 2011, Patron y col. 

2015). 

En la literatura existe una amplia variación en la cantidad de 

agrobacterias utilizada para sobreexpresar la proteína de interés y en la 

mayoría de los casos no se indica si dichas condiciones fueron optimizadas. 

Por ejemplo Garabagi y col. 2012 en el manual “Antibody Engineering: Methods 

and Protocols” (Garabagi y col. 2012) recomiendan una DO600 de 0.2 para cada 

uno de los agrobacterium que llevan los genes para las cadenas livianas y 

pesadas de un anticuerpo si los mismos se encuentran en vectores binarios 

convencionales y una DO600 de 0.002 si se encuentran en vectores binarios 

híbridos con replicones virales (Garabagi y col. 2012). Para el caso del vector 

pEAQ se muestra que variando la DO600 entre 0,1-1.2 se producen cambios en 

cantidad de proteína recuperada lo que indica que es una variable importante a 

ajustar (Sainsbury y col. 2009). El vector pEAQ ha sido utilizado en numerosos 

trabajos que tienen como objetivos sobreproducir una proteína de interés y en 

particular si miramos los que utilizan hojas de N.benthamiana y diferentes 

cepas de Agrobacterium tumefaciens las DO600 empleadas para infiltrar fueron 

variables entre 0,002 y 0,8 como se puede apreciar en la Tabla I.3.  
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Otros ejemplos que emplean vectores binarios convencionales 

expresando también en N. benthamiana empleando las cepas de 

Agrobacterium tumefaciens más comunes se muestran también en la Tabla I.3, 

donde vemos que el rango de DO600 utilizado varía entre 0,2 y 1. Para casos en 

los que se comparan diferentes vectores como pZP3425, pPZP5025, pJLTRBO 

y pBY030 se utilizan DO600 de 1 (Shah y col. 2013). Otro aspecto interesante 

surge de los trabajos de glicoingeniería realizados en el laboratorio de la Dra. 

Steinkellner en los que se expresan temporalmente 6 genes clonados 

separadamente en pBin19 para transferir la vía de sialilación a plantas y 

emplean una DO600 de 0.1 (rango 0.02–0.3) para cada una de estas cepas de 

agrobacterias y un anticuerpo reportero en pTra DO600 de 0.05 (rango 0.004–

0.3) logrando una sialilación uniforme del anticuerpo usado como molécula 

reportera (Castilho y col. 2010, Castilho y Steinkellner 2016). Este resultado 

indica que los ocho genes localizados en siete T-DNA diferentes son 

transferidos a la mayoría de las células y logran expresarse aunque la cantidad 

de agrobacterias empleadas son más de un orden de magnitud inferiores a las 

utilizadas para sobreexpresar otras proteínas de interés. Como se puede 

apreciar en la Tabla I.3, los niveles de expresión obtenidos para las diferentes 

proteínas de interés son muy variados en la bibliografía, aunque para algunos 

casos la utilización del vector pEAQ-HT ha sido capaz de alcanzar niveles de 

expresión comparables con los de los replicones virales. Sin embargo, incluso 

para estos casos en necesario ajustar las condiciones de expresión ya que los 

niveles obtenidos pueden variar según numerosos factores tales como la DO600 

de agrobacterias utilizada y su estado fisiológico, el vector de expresión 

seleccionado y sus características, el efecto de PTGS como p19, el tiempo 

postinfiltración en que se cosecha la muestra, incluso las condiciones de cultivo 

(intensidad de luz recibida, fluctuaciones de temperatura, humedad), entre 

otros. La suma de estos ejemplos muestra que aún para casos donde se utiliza 

el mismo vector, pueden emplearse condiciones de transformación muy 

diferentes, y que no se encuentra una relación aplicable a todos los casos entre 

la DO600 utilizada, el tiempo postinfiltración para cosechar y los niveles de 

acumulación de la proteína de interés obtenidos.  



Introducción 11 
 

 

Proteína 
Plásmido 

Cepa 

agrobacterium 
planta DO600 dpi Nivel Observación Referencia 

Anticuerpo 
Binario 
convencional 

No informado 
N. 
benthamiana 

0,2 3-8 No informado 
Indica condiciones generales de expresión 
de anticuerpos. 

(Garabagi y 
col. 2012) 

Anticuerpo 
Vector binario 
basado en virus 

No informado 
N. 
benthamiana 

0,002 3-8 No informado 
Indica condiciones generales de expresión 
de anticuerpos. 

(Garabagi y 
col. 2012) 

Fgl-4M 

pA7248AMV GV3101 
N. 
benthamiana 

0,2 4 1mg/g hoja fresca Sin optimización de codones. 
(Mardanova y 
col. 2015) 

pEAQ-HT GV3101 
N. 
benthamiana 

0,2 4 ~0,6mg/g hoja fresca Sin optimización de codones. 
(Mardanova y 
col. 2015) 

Genérico pEAQ-HT LBA4404 
N. 
benthamiana 

0,4 

3-10 
dependie
ndo de la 
proteína 

No reportado 
Coexpresión de múltiples enzimas de una 
vía metabólica. 

(Saxena y col. 
2016) 

IgG  pEAQ-HT AGL1 
N. 
benthamiana 

0,4 6 No reportado 
Cadenas por separado en diferentes 
bacterias. 
Sin optimización de codones. 

(Robert y col. 
2016) 

IgG pBI AGL1 N. 
benthamiana 

0,5 6 43.6 ± 5.8 mg/kg 

La coexpresión con un inhibidor de 
proteasas en pEAQ permite una 
recuperación más eficiente y no se percibe 
degradación. 
Sin optimización de codones. 

(Jutras y col. 

2016)  

L1 de papilomavirus 
bovino 

pEAQ-HT LBA4404 
N. 
benthamiana 

0,5 5 
224 mg/kg de hoja 
fresca 

Se realizó optimización de codones. 
(Love y col. 
2012) 

Hemaglutinina pEAQ-HT LBA4404 
N. 
benthamiana 

0,6-0,7 6 0,2 g/kg de hoja Se realizó optimización de codones. 
(Kanagarajan y 
col. 2012) 

L1 pEAQ-HT LBA4404 
N. 
benthamiana 

0,8 6 60 mg ⁄ kg 
En el vector replicativo TMV se expresó 17 
veces menos 

(Matic y col. 
2012) 

L1ΔC22 pEAQ-HT LBA4404 
N. 
benthamiana 

0,8 6 240 mg⁄ kg 
Versión de L1 con la señal de localización 
nuclear C-terminal delecionada. 

(Matic y col. 
2012) 

Cadena pesada de 
un anticuerpo 

pBIN  LBA4404 
N. 
benthamiana 

0,5 6 37,9 mg/kg Utilizan TBSV-p19. Direccionada a RE 
(Sainsbury y 
col. 2010) 

Cadena pesada de 
un anticuerpo 

pBD  LBA4404 
N. 
benthamiana 

0,5 6 123,9 mg/kg 
Con UTRs de CPMV 
Direccionada a RE.  

(Sainsbury y 
col. 2010) 

IgG pBI121 LBA4404 
N. 
benthamiana 

0,6 6 640 ± 20 mg/kg Utilizan TBSV-p19. Infiltración por vacío 
(Lombardi y 
col. 2010) 

Tabla I.3. Condiciones utilizadas para expresión temporal de proteínas recombinantes 
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IgG 
pGA482 y 
pGWB2 

GV3101 
N. 
benthamiana 

0,6 5 a 8 

1.57%–1.73% TSP 
para versiones de 
retículo y vacuola, 
0.13%TSP para la 
versión secretoria 

Utilizan TBSV-p19 
(Ocampo y col. 
2016) 

EPO pCaMterX EHA105 N. tabacum 1 4 88 ng/mg TSP 
La versión nativa tuvo mayor nivel de 
acumulación que las versiones con 
codones optimizados.  

(Conley y col. 
2009) 

Nota: Los autores Love, Kanagarajan y Conley realizaron optimización de codones para las secuencias codificantes de las proteínas producidas. Todos tuvieron en cuenta el uso de codones 
mayoritarios y contenido de GC similar al sistema de expresión. Además, evitaron señales de procesamiento potencialmente perjudiciales como sitios de splicing crípticos. Se tuvo en cuenta 
también la estructura secundaria y la estabilidad del ARNm. Se diferenciaron en que Love eliminó además los sitios prematuros de PoliA y regiones propensas al silenciamiento génico mientras 
que Kanagarajan descartó secuencias correspondientes a TATA-boxes internos, chi-sites, sitios de entrada ribosomales, regiones con alto contenido de GC o AT, hairpin-loops largos y 
secuencias repetitivas. 
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A pesar de los grandes avances que han permitido mejorar la síntesis de 

muchas proteínas, los rendimientos obtenidos son muy variables como así 

también las condiciones experimentales utilizadas por lo éstas deben ser 

evaluadas para cada molécula de interés.  

 

 

3. Tecnologías que apuntan a mejorar el proceso Downstream 

 

Tradicionalmente los costos para obtener una proteína recombinante se 

distribuyen 50 y 50 entre el proceso de síntesis (upstream) y de purificación 

(downstream). La producción en plantas reduce notoriamente el costo del 

proceso upstream, pero también es clave a mejorar el downstream para que las 

plataformas PMP sean más competitivas (Lojewska y col. 2016). Por este 

motivo, en los últimos años se han desarrollado tecnologías que permiten 

disminuir los costos del proceso downstream como por ejemplo en el uso de 

fusiones a hidrofobinas (Joensuu y col. 2010), oleosinas (Moloney 2002), ZERA 

(Torrent y col. 2009) y polímeros similares a elastina (ELP) (Floss y col. 2010).  

Las hidrofobinas son proteínas de hongos filamentosos ricas en 

cisteínas y en aminoácidos hidrofóbicos, y son de tamaño pequeño (100 aá-

10 kDa). Tienen la propiedad de autoensamblarse en interfaces anfipáticas 

(hidrofílicas/hidrofóbicas) lo que permite la separación eficiente de la proteína 

fusionada a éste tag empleando un sistema de dos fases acuosas (ATPS) 

(Joensuu y col. 2010). Las fusiones a hidrofobinas no sólo facilitan la 

recuperación de proteínas sino que aumenta el rendimiento como se observó al 

fusionarla a la hemaglutinina H1N1 (Jacquet y col. 2014). Además, es posible 

remover el tag introduciendo un sitio de reconocimiento para una proteasa 

entre la proteína de interés y la hidrofobina (Joensuu y col. 2010). 

Las oleosinas son pequeñas proteínas básicas que estabilizan los 

cuerpos lipídicos que existen en la semilla (Hsieh y Huang 2004). Cuando la 

proteína de interés se fusiona a estas secuencias, su solubilidad se modifica y 

se promueve la formación de AOB (artificial oil bodies), por lo cual se 

concentran en la fase lipídica, siendo estas dos fases fácilmente separadas por 

centrifugación (Moloney 2002, Chiang y col. 2007, Boothe y col. 2010). Como 
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alternativa a la fusión directa, para lograr la purificación por este sistema 

también se puede fusionar a la proteína de interés un ligando con afinidad por 

la oleosina, fusionar a la oleosina un ligando con afinidad a la proteína de 

interés, o bien diseñar una molécula constituida por un ligando con afinidad por 

la oleosina y otro con afinidad por la proteína de interés que permita la 

interacción (Markley y col. 2006, McLean y col. 2012). El sistema de oleosinas 

desarrollado por SemBioSys Genetics (Calgary, Canadá) ha sido escalado y 

actualmente una insulina producida en semillas de cártamo (Carthamus 

tinctorius L.) con esta tecnología se encuentra en etapas de evaluación clínica 

(Paul y col. 2015). 

Otra alternativa es ZERA, un tag derivado del dominio N-terminal de las 

gamas zeínas de maíz rico en prolinas formado por ocho repeticiones de 

PPPVH. Cuando la proteína heteróloga se fusiona a este tag, se deposita en 

estructuras similares a cuerpos proteicos (PB) dentro del retículo endoplásmico 

(ER) y pueden separarse por diferencia de densidad (Torrent y col. 2009). Los 

cuerpos proteicos inducidos en el ER por estas fusiones son capaces de 

incorporar una gran variedad de proteínas solubles del ER un su interior. 

Aproximadamente un tercio de las proteínas copurificadas con los PB están 

relacionadas con el plegado, estrés, procesos de señalización y componentes 

de la pared celular (Joseph y col. 2012). ZERA ha sido utilizado para producir y 

purificar proteínas de relevancia industrial como xilanasas (Llop-Tous y col. 

2011), alfa amilasa, lipasa y proteína E7 del virus del papiloma humano (HPV) 

(Whitehead y col. 2014), hemaglutinina H5N1 (Hofbauer y col. 2016) 

incrementando los rendimientos y la estabilidad de estas proteínas. En el caso 

de fusiones a antígenos (Ag)-ZERA se observa un incremento del tiempo de 

vida media en sangre, lo que acrecienta la eficiencia a bajas dosis pudiendo 

mejorar la respuesta inmune (Hofbauer y col. 2016), 

(http://www.zipsolutions.es/).  

Los polímeros similares a elastina (ELP) son derivados de la 

tropoelastina humana y están formados por repeticiones del pentapéptido 

(VPGXG)n, donde X es cualquier aminoácido excepto prolina y n es el número 

de unidades repetitivas. Los ELP se caracterizan por ser solubles a bajas 

temperaturas y formar agregados insolubles a temperaturas superiores a una 

temperatura denominada de transición (Tt) (Urry y col. 1998). Esta Tt depende 

http://www.zipsolutions.es/
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del aminoácido X, de n y de la concentración de polímero (Urry y col. 1992). 

Para los casos de fusiones de proteínas recombinantes a ELP, la Tt se ve 

modificada por las características fisicoquímicas de la misma, pudiendo afectar 

también la pendiente de la curva de turbidimetría vs. temperatura como se 

muestra en la Figura I.1. La técnica de purificación desarrollada a partir de las 

características de 

ELP se denomina 

ITC por inverse 

transition cycling 

(ciclos de transición 

inversa) y consiste 

en ciclos de 

centrifugaciones 

intercalando 

temperaturas por 

encima y debajo de 

Tt (Floss y col. 

2008). Para 

purificar proteínas 

por este sistema se 

puede fusionar 

directamente la 

proteína de interés 

a ELP o bien 

diseñar un sistema de captura fusionando una molécula que capture a nuestra 

proteína de interés (Floss y col. 2009) (Figura I.2). Otra ventaja que presenta el 

uso de ELP como tag de fusión es que esta molécula es capaz de inducir la 

formación de PBs en el retículo endoplásmico, lo cual incrementa los niveles de 

acumulación de las proteínas recombinantes (Conley y col. 2009, Phan y 

Conrad 2011). Este método de purificación es de bajo costo y simple de 

escalar, lo que permite su utilización a nivel industrial (Tian y Sun 2011). Otra 

ventaja que tienen los ELP como tag es que no hace falta eliminarlos ya que al 

ser derivados de la elastina humana son biocompatibles (Chilkoti y col. 2006). 

La fusión a ELP se ha empleado en varias proteínas de interés biofarmacéutico 

Figura I.1. Efecto de las fusiones a ELP sobre su Tt.  
Se muestran los perfiles de turbidimetría para ELP libre (♦); 

tiorredoxina–ELP (▲); tiorredoxina–ELP–tendamistat (○); ELP–
tendamistat (clivado y purificado de tendamistat de tiorredoxina–
ELP–tendamistat) (◊); y tiorredoxina–ELP (clivado y purificado de 

tendamistat de tiorredoxina–ELP–tendamistat) (□). Todas las 

fusiones contienen el mismo ELP(V5A2G3) de 90 repeticiones. La 
Temperatura de transición (Tt) se calcula como el máximo de la 
primera derivada de la curva. A esta temperatura 
aproximadamente la mitad de las moléculas se encuentran 
agregadas. Figura adaptada de Meyer y Chilkoti, 1999 (Meyer y 
Chilkoti 1999). 
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producidas en hojas tales como un anticuerpo monoclonal contra el HIV (Floss 

y col. 2008), interleukinas (IL) 4, IL10, eritropoyetina (Floss y col. 2010), la 

hemaglutinina H1N1 (Phan y col. 2014), un anticuerpo simple dominio (VHH) 

cadena contra el TNF (Tumour necrosis factor) (Conrad y col. 2011). Es de 

destacar que la hemaglutinina H1N1-ELP produce mayores rendimientos que la 

fusión a hidrofobinas (Phan y col. 2014) y que TNF-VHH-ELP tiene una vida 

media en sangre 24 veces más alta que una versión TNF-VHH sin fusionar a 

ELP (Conrad y col. 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura I.2. Sistemas de purificación de ELP y proteínas recombinantes por ITC. 
Se muestra en el panel superior izquierdo una transición de fase inversa reversible para ELP. 
En el panel superior derecho se encuentra representada la ITC de una proteína de interés 
ELPilada (ELP-PI), mientras que en el inferior izquierdo se muestra la purificación de la misma 
fusión ante el agregado de ELP sin fusionar. El panel inferior derecho muestra la purificación 
de una proteína de interés no fusionada a ELP (PNF) mediante el uso de una molécula de 
captura fusionada a ELP (ELP-C). Las referencias se muestran en el recuadro. Figura 
adaptada de Floss y colaboradores 2009 (Floss y col. 2009). 



Introducción 17 

 

 

Estos antecedentes muestran que el uso de fusiones a hidrofobinas, 

oleosinas, ZERA y ELP permiten llevar a cabo un proceso de purificación más 

simple y de menor costo que las cromatografías actualmente utilizadas. Sin 

embargo, para la industria biofarmacéutica estas tecnologías no son aplicables 

a todos los productos, ya que la fusión de estos tag a las moléculas de interés 

pueden presentar desventajas debido a problemas de propiedad intelectual 

(Conley et al. 2011) y cuestiones regulatorias basadas en la potencial 

inmunogenicidad del tag (Fischer et al. 2012), incluso para el caso de ELP que 

ha sido descripto como biocompatible (Chilkoti y col. 2006). El uso de proteínas 

ELPiladas como método de suministro e incremento de la estabilidad de 

proteínas biofarmacéuticas está en pleno desarrollo con varios productos en 

etapas avanzadas de evaluación clínica (http://phasebio.com/pipeline/), con el 

objetivo de reemplazar la tecnología de PEGilación que tiene varios 

inconvenientes. 

La simplicidad, buen desempeño y ventajas adicionales de las 

tecnologías desarrolladas para mejorar el proceso downstream para las 

plataformas PMP invitan a utilizarlas de forma de desarrollar una estrategia 

integrada para producir proteínas de interés.  

 

 

4. La transglutaminasa tisular humana como proteína modelo 

 

La transglutaminasa tisular humana (TG2) es una enzima de estructura 

compleja cuya producción resulta de interés para diferentes áreas. Las 

transglutaminasas tienen la capacidad de catalizar modificaciones post-

traduccionales en proteínas y péptidos por lo cual resultan de interés para la 

industria, ya que se utilizan como biocatalizadores en alimentos, cosmética e 

industria textil (Kuraishi y col. 1997, Griffin y col. 2002, Özrenk 2006, Arrizubieta 

2007). En animales, se encuentra ampliamente distribuida en el citosol de 

tejidos de varios órganos (Fesus y Piacentini 2002) y ha sido relacionada con 

patologías como la aterosclerosis, la inflamación, la fibrosis, diabetes Tipo I, las 

metástasis del cáncer y algunas enfermedades autoinmunes (Griffin y col. 

2002, Lorand y Graham 2003). Entre las autoinmunes, se identificó a TG2 

http://phasebio.com/pipeline/
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como el principal autoantígeno en la enfermedad celíaca (EC) (Dieterich y col. 

1997), como se desarrollará en la siguiente sección.  

 

 

4.1 TG2 como indicador diagnóstico de enfermedad celíaca 

 

La enfermedad celíaca (EC) es una enteropatía crónica mediada por 

mecanismos inmunológicos, que se desencadena en individuos genéticamente 

susceptibles por la ingestión de un grupo de prolaminas presentes en trigo, 

cebada, centeno y avena. Se trata de una de las enfermedades de base 

genética de mayor prevalencia. Estudios realizados en Europa, Sudamérica, 

Australia, Asia y Estados Unidos mostraron que entre el 0,5 y el 1% de la 

población tiene EC no diagnosticada (Van Heel y West 2006). En un estudio 

realizado en la ciudad de La Plata se determinó que la EC en nuestro país tiene 

una prevalencia similar a la observada en Europa, Australia, Asia y Estados 

Unidos y que la misma se encuentra subdiagnosticada (Gomez y col. 2001). Se 

estima que sólo un 10% de las personas afectadas por EC son diagnosticadas 

(Rewers 2005, Gasbarrini y col. 2008) y en general se debe principalmente al 

hecho de que los pacientes frecuentemente no presentan la sintomatología 

típica de la enfermedad.  

El diagnóstico como prueba de certeza continúa siendo mediante la 

biopsia de intestino delgado, pero debido a que este método es muy invasivo, 

costoso y no adecuado para screening, se han desarrollado distintos ensayos 

serológicos que a lo largo del tiempo han mejorado en cuanto a la sensibilidad 

y especificidad (Dewar y Ciclitira 2005, Hill 2005). Los ensayos serológicos 

permiten realizar un examen sencillo, no invasivo y económico para seleccionar 

individuos con la posibilidad de padecer EC que luego será confirmada por 

biopsia de intestino delgado (Gomez y col. 2002). El empleo de los ensayos 

serológicos mejora el diagnóstico de EC en la población y disminuye también el 

número de biopsias de intestino realizadas a pacientes sanos. Teniendo en 

cuenta que un gran porcentaje de los pacientes es diagnosticado en una edad 

comprendida entre los 9 y 24 meses de edad, la reducción del número de 

biopsias innecesarias es un aspecto importante a resolver. Recientemente, la 

Sociedad Europea de Gastroenterología Hepatología y Nutrición Pediátrica 
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(ESPGHAN) propuso nuevos protocolos para el diagnóstico de niños. Sugieren 

que en pacientes pediátricos con sintomatología clara y cuyos exámenes 

serológicos positivos cumplan determinadas condiciones, no es necesario 

confirmar la EC por biopsia de intestino (Husby y col. 2012). Este protocolo 

también se ha propuesto para pacientes adultos (Caicedo y Hill 2008), 

ubicando al diagnóstico por serología en un lugar prioritario para estos casos.  

El desarrollo de ensayos serológicos para EC comenzó en la década de 

los `80 cuando se evaluaban por ELISA los anticuerpos anti-gliadinas y luego la 

presencia de anticuerpos antiendomisio (Van Heel y West 2006). A partir de la 

identificación de transglutaminasa tisular (TG2) como el principal antígeno 

reconocido por los anticuerpos anti-endomisio en 1997 (Dieterich y col. 1997) 

se desarrollaron nuevos ensayos de ELISA para detectar la presencia de 

anticuerpos anti-TG2 de los isotipos IgA e IgG, utilizando TG2 de hígado de 

cobayo como antígeno (Gomez y col. 2002). Posteriormente se desarrollaron 

ensayos de segunda generación empleando TG2 humana recombinante o 

purificada, que resultaron más sensibles y eficientes que los anteriores aunque 

también más costosos (Blackwell y col. 2002, Osman y col. 2002, Fabiani y col. 

2004, Fernández y col. 2005, Prince 2006, Zintzaras y Germenis 2006, Ocmant 

y Mascart 2007, Stenberg y col. 2008). Entre los diferentes ensayos 

comerciales disponibles para detectar EC, el que presenta mayor sensibilidad 

hasta el momento evalúa la presencia en suero humano de inmunoglobulina A 

(IgA), específica de TG2 (Aeskulisa Celi Check). Otro método de alta 

sensibilidad fue desarrollado en Cuba, HEBER FAST LINE anti-

transglutaminasa que consiste en una inmunocromatografía que utiliza TG2 

purificada de sangre conjugada a oro coloidal inmovilizada, da mejores 

resultados que los ELISA IgA-TG2 (Sorell Gómez y Acevedo Castro 2005, 

Galván Cabrera 2010). Estos datos muestran concretamente que TG2 es un 

buen candidato para desarrollar métodos de diagnóstico masivos de EC, sin 

embargo es fundamental contar con TG2 purificada o recombinante de bajo 

costo.  
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4.2 Síntesis de TG2 

 

La producción de TG2 ha sido abordada desde diferentes sistemas de 

expresión como Escherichia coli (Shi y col. 2002) y células de insecto (Osman y 

col. 2002). Sin embargo TG2 ha mostrado efectos tóxicos en estos sistemas 

(Sorrentino y col. 2005), efecto atribuido a su actividad enzimática de 

entrecruzar proteínas. La toxicidad TG2 determina que se acumule en niveles 

muy bajos en los distintos sistemas, lo que dificulta su purificación (Sorrentino y 

col. 2005, Sorrentino y col. 2009, Sorrentino y col. 2009). Las plantas 

representan un sistema eucariota altamente capaz de producir moléculas 

complejas con un costo de producción muy inferior al de células de insecto, por 

lo cual unos años más tarde se estudió también su expresión en este sistema.  

TG2 ha sido producida de manera estable en suspensiones de células 

de mesófilo de tabaco indiferenciadas BY2 (Bright Yellow 2) empleando 

variantes de un vector binario con señales para evitar la formación de 

heterocromatina y para expresar en el citoplasma, dirigir al apoplasto o a 

cloroplastos (Sorrentino y col. 2005). Los mayores rendimientos se obtuvieron 

para la forma dirigida a cloroplastos, mientras que la expresión en citoplasma 

impidió la regeneración de los tejidos (Sorrentino y col. 2005). Estas 

construcciones también fueron utilizadas para obtener plantas transgénicas de 

tabaco, obteniéndose niveles de acumulación 18-75 µg/g (Sorrentino y col. 

2009). La TG2 producida con estos vectores, mantuvo su actividad catalítica 

intacta y fue reconocida por anticuerpos humanos anti-TG2, mostrando un 

comportamiento similar a la producida en bacterias. A pesar de que la TG2 

producida por plantas fue reconocida por la IgA sérica de los pacientes celíacos 

(Sorrentino y col. 2005) no se han informado más esfuerzos para producir TG2 

en las plantas. 

 

4.3. El diagnóstico de enfermedad celíaca en Argentina 

 

A pesar de que se ha implementado el Programa Nacional de Detección 

y Control de la EC impulsado por el Ministerio de Salud de la Nación y 

aprobado por la Resolución 1560/2007 

(www.msal.gov.ar/celiacos/pdf/resolucion-programa.pdf) y de que diferentes 
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organizaciones sin fines de lucro tales como el grupo promotor de la ley celíaca 

(http://www.ley-celiaca.com.ar/) y la Asociación Celíaca Argentina 

(http://www.celiaco.org.ar/) trabajan para mejorar la calidad de vida de los 

pacientes y solicitan la implementación de políticas públicas que resuelvan el 

problema del subdiagnóstico, sólo un 10% de las personas afectadas por EC 

en Argentina han sido diagnosticadas. Uno de los problemas es que el costo de 

los kits diagnósticos en el país es muy alto (127 pesos argentinos cada uno) 

por lo que no se hacen ensayos masivos de detección. Por este motivo, en este 

trabajo se volcaron los esfuerzos en desarrollar un método económico de 

producción de TG2. 



 

 

 

 

Objetivos  
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La hipótesis general de este trabajo es que la TG2 humana se podría 

producir eficientemente empleando un sistema de expresión transitoria en 

hojas de Nicotiana benthamiana, superando las limitaciones que tienen otros 

sistemas de expresión, y que la TG2 obtenida sería de utilidad en el 

diagnóstico de la enfermedad celíaca.  

En este sentido, se planteó como objetivo general desarrollar una 

plataforma basada en expresión transitoria en Nicotiana benthamiana, 

evaluando distintas alternativas para mejorar tanto las etapas del proceso 

síntesis como así también de purificación de TG2. Con relación a este último 

punto se ideó un sistema novedoso de purificación por precipitación selectiva 

de TG2 con una molécula de inmunocaptura formada por un anticuerpo simple 

cadena (scFv) específico de TG2 y un nuevo polímero similar a elastina (ELP).  

Para alcanzar este objetivo general se plantearon los siguientes objetivos 

específicos: 

-Objetivos que apuntan al incremento de la síntesis por expresión 

transitoria en hojas de N. benthamiana 

 Determinar el compartimiento celular donde TG2 se obtiene con mayores 

rendimientos.  

 Diseñar una molécula formada por fusión de scFv y ELP para purificar TG2 

por inmunocaptura.  

 Producir la molécula de inmunoprecipitación scFv-ELP por expresión 

transitoria en hojas de N. benthamiana. 

 Estudiar el impacto de la coexpresión de la molécula de inmunocaptura en 

los rendimientos de TG2. 

-Objetivos enfocados a la mejora del proceso de purificación de las 

proteína producidas 

 Evaluar si las moléculas fusionadas a ELP pueden ser purificadas por 

precipitación selectiva y determinar las mejores condiciones para los ciclos 

de transición inversa.  

 Estudiar la capacidad de la molécula de captura para reconocer y precipitar 

específicamente TG2. 

-Objetivo vinculado a las características de TG2 como antígeno 

 Analizar la utilidad de TG2 producido en plantas como antígeno para el 

diagnóstico de la enfermedad celíaca (EC).  



 

 

 

 

Resultados  
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1. Impacto de la localización subcelular de transglutaminasa tisular 

humana (TG2) en los rendimientos obtenidos por expresión transitoria en 

hojas de Nicotiana benthamiana 

 

1.1 Fusión de TG2 a diferentes señales de direccionamiento subcelular y 

subclonado en un vector binario 

 

Teniendo en cuenta que los rendimientos de una proteína foránea son 

fuertemente dependientes del compartimiento subcelular al que se la dirige 

(Egelkrout y col. 2012), se decidió estudiar el efecto del direccionamiento en la 

acumulación de TG2. En células humanas, TG2 se encuentra en el citosol por 

lo que además de generar una versión citosólica (cyto-TG2) se planteó 

introducirla en la vía secretoria y analizar la acumulación en el apoplasto (sec-

TG2), retículo 

endoplásmico (ER-

TG2) y en vacuolas 

(vac-TG2). Las 

diferentes 

construcciones 

fueron generadas por 

el grupo de 

investigación, previo 

a este trabajo de 

tesis, empleando 

como material de 

partida una serie de 

vectores que 

contenían GFP o 

GFP-GUS dirigidas a 

distintos 

compartimientos 

subcelulares 

(Petruccelli y col. 

Figura 1. Esquema de construcciones de TG2  
Representación esquemática de las construcciones de TG2 
disponibles en el laboratorio: Cyto-TG2 es una versión citosólica 
de TG2. Sec-TG2, ER-TG2 y vac-TG2 fueron introducidas a la vía 
secretoria con un péptido señal (SP) de una cadena gamma de 
anticuerpo de ratón; SEKDEL, señal de retención en ER; KISIA es 
una señal de direccionamiento vacuolar de la globulina 11S de 
amaranto. Cyto-TG2, sec-TG2 y ER-TG2 se encontraban en el 
vector binario pBLTi, mientras que la versión vacuolar se 
encontraba en el vector de clonado pRTL. Una de las 
construcciones objetivo consiste en la versión vacuolar de TG2 
transferida a un vector binario de expresión en plantas. El 
segundo objetivo es generar una fusión N-terminal de RFP a ER-
TG2 que también será transferida al vector binario. El esquema 
no está dibujado a escala. 
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2007) por lo que en primer lugar había que reemplazar los genes reporteros por 

el gen codificante a TG2 y luego transferir el cassette al vector binario 

pBLTi 121 (Pagny y col. 2000). Para facilitar la detección y purificación se 

introdujo una secuencia codificante para un tag de 6 histidinas en el extremo 3' 

del gen codificante para TG2. La representación esquemática de las 

construcciones empleadas en este estudio se presenta en la Figura 1. Las 

construcciones pBLTi-cyto-TG2, pBLTi-sec-TG2 y pBLTi-ER-TG2 estaban 

disponibles en el laboratorio al inicio de este trabajo y se caracterizan por 

poseer el doble promotor del virus de mosaico del Coliflor (CaMV 35S), y la 

señal de terminación de la transcripción del gen de nopalina sintasa (Nos) de 

Agrobacterium tumefaciens.  

Para dirigir TG2 a la vía secretoria se utilizó la secuencia codificante 

para un péptido señal (SP) secretorio en el extremo 5´ proveniente de una 

inmunoglobulina G de ratón (Restrepo y col. 1990) que funciona correctamente 

en plantas. Para producir las versiones reticular y vacuolar se introdujeron en el 

extremo 3´ del gen de TG2 las secuencias codificantes para SEKDEL y KISIA 

(Petruccelli y col. 2007) respectivamente. En este trabajo se obtuvo vac-TG2 en 

un vector binario y la construcción reportera RFP-TG2. El subclonado en el 

vector pBLTi era dificultosa y lenta por lo que se decidió cambiar al vector 

binario pGWB2 (Nakagawa y col. 2007) con la tecnología Gateway™ 

desarrollada por Invitrogen que emplea un gen letal y clonasas específicas que 

eliminar el background que se genera por una digestión incompleta del vector 

binario o religación del mismo. El esquema seguido para estos subclonados se 

presenta en la Figura 2.  

En primer lugar se subclonó vac-TG2 en pENTR™/D-TOPO ® 

(Invitrogen, SA). Para ello se amplificó la secuencia de TG2 con los primers P1 

y P2 de manera de incorporar la secuencia CACC en el extremo 5´ y conservar 

la secuencia de direccionamiento subcelular ubicada en el extremo 3´ del gen 

codificante para la fusión TG2-His y el producto de amplificación fue clonado 

direccionalmente en este vector, obteniéndose pENTR-vac-TG2. Tanto el 

vector pENTR como pGWB2 tienen el gen de selección que otorga resistencia 

a kanamicina, por lo que se digirió pENTR-vac-TG2 con la enzima de 

restricción Mlul que libera el origen de replicación del plásmido, disminuyendo 

de esta manera el background. El fragmento que contenía la construcción de 
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interés entre los sitios attL1 y attL2 se utilizó como vector de entrada para la 

reacción de las clonasas LR del sistema Gateway y pGWB2 como vector de 

destino (Nakagawa y col. 2007). Como producto de dicha reacción se obtuvo la 

construcción vacuolar de TG2 en el vector pGWB2-vac-TG2. Cabe destacar 

que la transcripción de los genes introducidos en el vector pGWB2 al igual que 

los que se encuentran en el vector pBLTi también está controlada por el doble 

promotor CaMV 35S y la señal de terminación de la transcripción del gen Nos y 

que la principal diferencia es que los genes clonados en el pBLTi conservan la 

región 5´ UTR (untranslated region) de la poliproteína de Tobacco Etch Virus 

en cambio el pGWB2 utiliza el 5´ UTR de CaMV 35S.  

 

 

Figura 2. Estrategia de clonado utilizada para obtener pGWB2-vac-TG2 
Se muestra un esquema de la estrategia de clonado utilizada para obtener la versión vacuolar 
de TG2 en vector binario. Se partió del vector de clonado pRTL-vac-TG2 de donde se 
amplificó vac-TG2 por PCR con un par de primers que introducen la secuencia CACC en el 

extremo 5´ y luego se clonó por sistema TOPO al vector de clonado pENTR-D/TOPO 
obteniendo la construcción pENTR-vac-TG2. Este plásmido se digirió con Mlul para eliminar el 
origen de replicación del vector. La siguiente reacción fue una recombinación con el sistema 

Gateway en los sitios attL1 y attL2 del pENTR con el plásmido pGWB2 dando como 
resultado el vector binario pGWB2-vac-TG2. El esquema no está dibujado a escala. 
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El segundo objetivo fue obtener la fusión a la proteína fluorescente roja 

(RFP), para lo cual se diseñó la estrategia de clonado cuyo esquema se 

presenta en la Figura 3. Como se observa en la figura, en primer lugar se 

amplificó la secuencia codificante para RFP con un par de primers que 

introducen la secuencia CACC y el SP en el extremo 5´, y los sitios de 

restricción Kpnl y Hindlll en el extremo 3´. El producto de amplificación se clonó 

direccionalmente en el vector pENTR™/D-TOPO® obteniéndose el plásmido 

pENTR-SP-RFP. Para fusionar TG2 en el extremo 3´ del gen codificante para 

RFP, se utilizó como molde pBLTi-ER-TG2 y se amplificó por PCR la secuencia 

de interés con el par de primers P1 y P2 que introducen los sitios Kpnl en el 

extremo 5´ y el Hindlll en el 3´. A continuación, tanto el producto de 

amplificación por PCR como el vector pENTR-SP-RFP fueron digeridos con las 

enzimas de restricción Kpnl y Hindlll, los fragmentos obtenidos fueron 

purificados y ligados para obtener el plásmido pENTR-ER-TG2. Este producto 

se digirió con Mlul para eliminar el origen de replicación realizándose la 

reacción con las clonasas LR con el vector destino pGWB2 como se detalló 

anteriormente obteniéndose pGWB2-RFP-TG2.  
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Figura 3. Estrategia de clonado utilizada para obtener pGWB2-RFP-TG2  
Para obtener la fusión de RFP a ER-TG2 en primer lugar se amplificó por PCR el gen 
codificante para RFP con los primers P3 y P4 que introducen la secuencia CACC y el SP en el 
extremo 5´y los sitios de restricción Kpnl y Hindlll en el 3´. El producto se clonó 

direccionalmente al vector pENTR ™/D-TOPO ®. En paralelo se amplificó por PCR, ER-TG2 con 

un par de primers que introducen los mismos sitios de restricción mencionados en los 
extremos. El producto de la PCR y pENTR-SP-RFP se digirieron con dichas enzimas y se 
ligaron los fragmentos purificados obteniendo el plásmido pENTR-RFP-TG2. La construcción 
se transfirió al vector binario pGWB2 mediante la reacción de recombinación del sistema 
Gateway obteniendo pGWB2-RFP-TG2. El esquema no está dibujado a escala. 
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1.2 Efecto del direccionamiento en los rendimientos de TG2. 

 

Se analizó la expresión de las diferentes versiones de TG2 en hojas de 

Nicotiana benthamiana. Para ello, las cuatro construcciones de TG2 se 

introdujeron en Agrobacterium tumefaciens GV3101, y se infiltraron hojas de N. 

benthamiana con suspensiones de estas agrobacterias. Se cosecharon las 

muestras tomando discos de 5 hojas transformadas y se extrajeron las 

proteínas solubles. Se determinó la cantidad de TG2 por ELISA utilizando el 

anticuerpo monoclonal (mAb) 2G3 (Di Niro y col. 2005). La Figura 4.A muestra 

que los niveles más altos de acumulación se obtuvieron para ER-TG2 y vac-

TG2, mientras que los niveles cyto-TG2 y sec-TG2 fueron aproximadamente 9-

16 veces menores. No se observaron diferencias significativas entre ER-TG2 y 

vac-TG2, lo que sugiere que la fusión C-Terminal a las secuencias SEKDEL o 

KISIA, resulta igualmente eficaz para aumentar los niveles de acumulación de 

TG2.  

Con el objetivo de estudiar la integridad de las proteínas producidas se 

analizaron extractos de hoja total por inmunoblot utilizando el mAb 2G3 (Figura 

4.B). Como control positivo también se sembró en el gel un extracto total de 

células Caco-2 (células de adenocarcinoma de colon humano). Las versiones 

Cyto-TG2 y sec-TG2 no fueron detectadas, mientras que las variantes ER-TG2 

(81,4 kDa) y vac-TG2 (81,2 kDa) tuvieron el tamaño esperado, sugiriendo que 

ambas versiones se acumularon en las hojas en forma estable. La cantidad de 

proteínas cuantificadas por inmunoblot, seguida por análisis de densitometría 

mostró diferencias significativas en los niveles de acumulación de ER-TG2 y 

vac-TG2 en buena correlación con el test de ELISA. Estos resultados confirman 

que aunque TG2 es una proteína de citosol, la acumulación en retículo 

endoplásmico y vacuola fue significativamente mayor y por lo tanto de aquí en 

adelante se trabajó con estas dos versiones. También demuestran un buen 

reconocimiento por parte del anticuerpo monoclonal 2G3 y que la proteína se 

mantiene íntegra en dichos compartimentos. 
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Para que la comparación realizada entre los niveles de acumulación de 

ER-TG2 y vac-TG2 sea válida era necesario demostrar que ambas versiones 

poseen una cinética de expresión similar. Por este motivo se realizó un estudio 

temporal de la expresión analizando la acumulación a diferentes tiempos post-

Figura 4. Impacto de diferentes señales de localización celular en los rendimientos de 
TG2.  
Determinación de la cantidad de TG2 por ELISA (A). Cada fosa fue sensibilizada con igual 
cantidad de extracto de hoja conteniendo las diferentes versiones de TG2 y se reveló con el 
mAb 2G3. Para este ensayo se realizaron 3 replicados biológicos, cada replicado contiene 5 
discos de tejido transformado con las diferentes construcciones de diferentes plantas. Las 
barras de error representan el error estándar de la media. ****Muestra una diferencia 
estadísticamente significativa por el test de comparaciones multiples de Tukey´s (p<0.001). 
Análisis de la expresión de TG2 por inmunoblot (B). Se sembraron en un gel extractos totales 
de las hojas expresando las diferentes versiones de TG2 y como control negativo se utilizó un 
extracto de hojas infiltradas con el medio de infiltración (MI). Como control positivo se utilizó 
un extracto de células Caco-2. Los niveles de expresión fueron medidos por densitometría de 
los inmunoblot desarrollados con el anticuerpo monoclonal 2G3 con 3 experimentos 
independientes. La cantidad de extracto total se ajustó utilizando la subunidad grande de 
RuBisCO (RLS) teñida con Coomasie Brilliant Blue R-250 como control de siembra. 
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infiltración. Para ello, se coinfiltraron hojas de N. benthamiana con una DO600 

de 0,3 de agrobacterias llevando las versiones reticular o vacuolar de TG2 y 

DO600 0,1 de agrobacterias llevando el PTGS p19, y se tomaron muestran a los 

3, 5, 7 y 9 días post-infiltración (dpi). Se extrajeron las proteínas solubles de 

todas las muestras y se determinó la cantidad de TG2 por ELISA con el mAb 

2G3. Los resultados se presentan en la Figura 5, donde se puede observar que 

para ER-TG2 y vac-TG2 a los 3 dpi los niveles de acumulación son inferiores 

que a los días 5, 7 y 9, no existiendo diferencias significativas para estos 

últimos entre sí. En base a estos resultados se concluyó que la cinética de 

expresión es similar para ambas versiones de TG2 y teniendo en cuenta que 

no se produce un incremento en el almacenamiento para tiempos superiores a 

los 5 dpi, se decidió que de aquí en adelante las muestras se cosechen a los 5 

dpi.  

  

 
 

 

 

 

 

Figura 5. Cinética de expresión de ER-TG2 y vac-TG2  
Se cosecharon muestras de hojas transformadas con las construcciones de TG2 a los 3, 5, 7 
y 9 días post-infiltración. Se midió cantidad de TG2 por ELISA utilizando el mAb 2G3. Cada 
fosa fue sensibilizada con igual cantidad de extracto de hoja durante toda la noche a 4 ºC. 
Después del bloqueo,  
se incubó con el anticuerpo monoclonal 2G3 seguido de una incubación con un anti-ratón 
conjugado con biotina, luego con estreptavidina conjugada con HRP y por último se reveló 
con TBM como sustrato. Se midió absorbancia a 630 nm. Para este ensayo se realizaron 3 
replicados biológicos, cada replicado contiene 5 discos de tejido transformado de diferentes 
plantas. Las barras de error representan el error estándar de la media. 
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2. Producción de una molécula que facilite la recuperación de TG2 

 

2.1 Diseño y construcción de moléculas que permitan realizar una 

precipitación selectiva de TG2 

 

Para que un sistema de expresión sea rentable no sólo es importante 

producir la proteína a un bajo costo sino también purificarla de una manera 

económica. Debido a que los rendimientos de ER-TG2 y vac-TG2 alcanzados 

son bajos y la recuperación empleando cromatografía de afinidad por unión a 

níquel era ineficiente por las bajas concentraciones en que se encuentra TG2 

en los extractos, se planteó desarrollar un método más eficiente. Para ello se 

decidió generar una molécula que tuviera por un lado la capacidad de 

reconocer específicamente TG2 y por otro lado poseyera características de 

solubilidad que permitieran su separación de otras proteínas. Para el 

reconocimiento específico se optó por un anticuerpo. Para la separación se 

decidió utilizar los polímeros similares a elastina (ELP) por la simplicidad en el 

método de separación y su impacto en los rendimientos (Floss y col. 2009, 

Floss y col. 2013). 

El anticuerpo fue clonado a nivel molecular por la Dra. Camila María 

Scabone empleando como material de partida ascitis de un hibridoma que 

expresaba el mAb 2G3 generado por el Dr. Fernando Chirdo (Di Niro y col. 

2005). Se clonaron las secuencias codificantes para las regiones variables 

livianas y pesadas de este anticuerpo y fueron fusionadas empleando una 

secuencia codificante para el linker largo SSGGGGSGGGGGGSSRSS. De 

esta forma se obtuvo el scFv 2G3 que fue expresado en E. coli comprobándose 

su capacidad de reconocer específicamente TG2 (Scabone 2012). 

Posteriormente, el Lic. Hilario Cafiero modificó el gen codificante para este 

scFv 2G3 para expresarlo en plantas, introduciendo por un lado sitios de 

restricción que permitieran fusionarlo a diferentes secuencias de 

direccionamiento y por otro la secuencia que codifica para la región bisagra de 

una inmunoglobulina A (SPSTPPTPSPSTPP) (Cloutier y col. 2001) para darle 

flexibilidad a la molécula y evitar que las diferentes fusiones planeadas para 

generar la molécula de captura afecten su funcionalidad (Figura 6.A) (Cafiero 

2012). Los sitios de restricción introducidos permitieron fusionarlo a las 
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secuencias codificantes para un péptido señal secretorio en el extremo 5´ y 

para un tag de 6 histidinas y la secuencia de retención en el ER, SEKDEL en el 

extremo 3´. Además, se introdujeron los sitios de restricción PflMI y BglI en los 

extremos upstream y downstream de gen scFv 2G3, respectivamente, para 

facilitar una estrategia de clonado recursiva que permitió multimerizar 

fácilmente esta secuencia o bien otros genes a los que se le desee fusionar. 

El ELP diseñado para este trabajo está formado por 36 repeticiones del 

pentapéptido VPGXG donde X es V:F en proporciones 8:1 ELP(V8F)36 (180aa, 

15kDa) (Figura 6.B). La composición de aminoácidos se definió teniendo en 

cuenta la escala de hidrofobicidad determinada por Urry y col. (1992) (Urry 

1992) de forma que la temperatura de transición teórica (Tt) sea inferior a 25 

°C, lo que produciría una molécula insoluble en las condiciones de crecimiento 

de Nicotiana benthamiana. Esto se logró con la introducción del aminoácido 

hidrofóbico fenilalanina. El otro factor importante en el diseño de la molécula es 

el número de unidades pentaméricas y para definirlo se tuvo en cuenta el 

trabajo de Conley y col. (2009) que demuestra que 30-40 unidades son el mejor 

compromiso para lograr altos rendimientos en plantas con una molécula de 

tamaño suficiente para experimentar la transición de fase y precipitar (Conley y 

col. 2009). La secuencia nucleotídica del ELP fue optimizada en cuanto al uso 

de codones y contenido de GC específico de N. benthamiana, además de los 

sitios de restricción PflMI, BglI para facilitar las fusiones y multimerizaciones y 

los sitios NcoI, KpnI y BamHI para facilitar su clonado en el marco de lectura 

con las secuencias de direccionamiento mencionadas anteriormente. Este gen 

Figura 6. Esquemas de las 
construcciones scFv y ELP(V8F)36 
Representación esquemática de la 
construcción scFv del anticuerpo 2G3 
(A) que posee las regiones variables de 
la cadena liviana (VL 2G3) y pesada (VH 
2G3) del mAb 2G3 unidas por el linker 
largo (L) cuya secuencia se aclara en el 
esquema. En el extremo 3´ de la 
construcción se introdujo una secuencia 
codificante para la región bisagra de una 
IgA (H). En la parte B se muestra un 
esquema reducido de la secuencia de 
aminoácidos del polímero similar a 
elastina ELP(V8F)36 que posee una 
relación V:F de 8:1 en el aminoácido X. 
Los esquemas no están dibujados a 
escala. 
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sintético fue suministrado por GenScript Biotech Corp (China).  

Con el fin de disponer de moléculas de captura de alta avidez que 

pudieran unir TG2 aunque se encontrara en muy bajas concentraciones se 

planteó generar formas monoméricas: scFv (308 aa, 33 kDa), diméricas: 

(scFv)2 (594 aa, 63 kDa) y triméricas: (scFv)3 (880 aa, 93,5 kDa) del anticuerpo 

simple cadena (Figura 7) que fueron inicialmente obtenidas en los plásmidos 

empleados para la multimerización, pCR2.1 TOPO y pCR8/GW/TOPO, y luego 

transferidas al vector binario de expresión en plantas pGWB2 (Cafiero 2012). 

Por otro lado, el gen sintético ELP(V8F)36 suministrado por la empresa que lo 

sintetizó en pUC57, fue también subclonado en los vectores pCR2.1 TOPO, 

pCR8/GW/TOPO y pGWB2 en colaboración con el Lic. Gonzalo Acevedo para 

generar pGWB2-ELP (208 aa, 18kDa) que contiene las secuencias de 

direccionamiento y tag de His para ser expresado en plantas (Acevedo 2012) 

(Figura 7). Para el presente trabajo se generaron cuatro nuevas construcciones 

en el vector pEAQ-DEST1: (scFv)-ELP (442 aa, 42,8 kDa) (scFv)3-ELP (1066 

aa, 109 kDa), RFP-scFv (543 aa, 59,3 kDa), RFP-ELP (443 aa, 44,5 kDa) y 

ELP ( 208 aa, 18 kDa) (Figura 7), las dos primeras para unir TG2 y separarla 

por precipitación selectiva y las últimas para disponer de moléculas reporteras 

que facilitaran la detección en los ensayos de expresión y recuperación. El 

vector binario pEAQ-DEST 1 posee los 5´ y 3´ UTR del RNA2 de CPMV 

(cowpea mosaic virus) (CPMV) en la región de clonado del gen de interés y el 

gen codificante para el supresor de silenciamiento TBSV-p19 (Tomato Bushy 

Stunt Virus) (Baulcombe y col. 2002) dentro del T-DNA, que de acuerdo a los 

resultados publicados permitiría obtener rendimientos similares a los vectores 

replicativos (Sainsbury y col. 2009, Sainsbury y col. 2011). A continuación se 

presentan las estrategias de subclonado utilizadas partiendo de los plásmidos 

disponibles en el laboratorio antes mencionados.  
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Para obtener el plásmido pEAQ-scFv-ELP se siguió la estrategia 

detallada en la Figura 8. Se partió del pCR8-(scFv)3-ELP que contiene en cada 

secuencia de scFv un sitio de restricción Kpnl, lo que permite liberar dos 

secuencias completas de scFv y que al ser religado genera el pCR8-scFv-ELP. 

Este plásmido se utilizó como vector de entrada para la reacción de clonasas 

LR con el pEAQ-DEST1 como vector destino, obteniéndose como resultado la 

construcción pEAQ-scFv-ELP.  

Figura 7. Esquemas de las construcciones empleadas para unir y capturar TG2  
Representación esquemática de las diferentes versiones del scFv 2G3 disponibles en el 
laboratorio para expresar en plantas. Todas las construcciones poseen el mismo péptido señal 
(SP) que en la Figura 1 para introducir las proteínas en la vía secretoria, un tag de histidinas 
(HIS), y la señal de retención en el ER (SEKDEL). RFP y ELP representan las secuencias 
codificantes para la proteína reportera roja y el ELP. El esquema no está dibujado a escala. 
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Para generar el plásmido reportero pEAQ-RFP-ELP se empleó la 

estrategia detallada en la Figura 9. En primer lugar se amplificó la secuencia 

codificante para la RFP con primers que permitieran adicionar la secuencia 

codificante para el péptido señal en el extremo 5´ y el sitio de restricción BglI en 

el 3´. El producto se clonó en el vector pCR8/GW/TOPO por el sistema TOPO 

seleccionándose por PCR aquellos clones que poseían el inserto orientado 

correctamente. Por otro lado, se amplificó por PCR el gen codificante para ELP 

utilizando el par de primers P5 y P6 que introducen en el extremo 5´ la 

secuencia del SP y el sitio de restricción para Bgll, y en el 3´ las secuencias 

Figura 8. Estrategia de clonado seguida para obtener el vector pEAQ-scFv-ELP  
Se partió del vector pCR8-(scFv)3-ELP que fue digerido con la enzima de restricción Kpnl de 
manera que se liberen dos secuencias completas de scFv y se recupera el fragmento de mayor 
tamaño que contiene la fracción restante de la construcción y el plásmido completo. El 
fragmento tiene extremos compatibles por lo cual se liga consigo mismo de manera de 
reconstruir el gen codificante para scFv obteniendo la construcción pCR8-scFv-ELP. Este 
plásmido se utilizó como vector de entrada para la reacción de las clonasas LR del sistema 
Gateway utilizando como vector de destino pEAQ1 de manera de obtener la construcción en el 
vector binario pEAQ-scFv-ELP. El esquema no está dibujado a escala. 
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codificantes para el tag de histidinas y la señal de retención en ER. Este 

producto también fue clonado en el vector pCR8/GW/TOPO seleccionándose 

aquellos plásmidos en que el gen tenía la orientación deseada. En la última 

etapa de esta estrategia los genes RFP y ELP son fusionados empleando una 

estrategia muy eficiente de subclonado que denominamos “Ligación Recursiva 

Direccional por Reconstrucción Plasmídica” y que fue descripta en la tesis de 

grado del Lic. Gonzalo Acevedo. Esta estrategia aprovecha que las enzimas de 

restricción Bgll y PflMl producen extremos cohesivos compatibles y evita el 

background que generan las digestiones incompletas de los vectores de partida 

y las religaciones. Como se muestra Figura 9, pCR8-RFP fue digerido con PflMl 

y Xhol, mientras que pCR8-ELP con BglI y XhoI de forma de generar dos 

fragmentos cuyos tamaños permitían lograr una buena separación de vectores 

parcialmente digeridos y cuyos extremos permitían una ligación direccional. 

Una vez obtenido el vector pCR8-RFP-ELP se utilizó como vector de entrada 

para la reacción con las clonasas LR empleando el pEAQ-DEST1 como vector 

destino y generando de esta forma el vector, pEAQ-RFP-ELP.  

Por último, también se obtuvo la construcción pEAQ-ELP realizando una 

reacción Gateway entre el vector pCR8-ELP generado como intermediario en el 

clonado de pEAQ-RFP-ELP y el vector destino pEAQ-DEST1.  
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Figura 9. Estrategia de clonado seguida para obtener pEAQ-RFP-ELP 
A la izquierda se muestra una amplificación inicial por PCR de la secuencia codificante para 
RFP utilizando los primers P3 que contiene la secuencia del péptido señal (SP) fusionada al 
extremo 5´ y P4 que incorpora la secuencia reconocida por la enzima de restricción PflMl.  
A la derecha se muestra una amplificación por PCR de la secuencia codificante para ELP en la 
que se utilizaron los primers P5 que introduce la secuencia de SP y el sitio de restricción de Bgll 
y P6 que fusiona al extremo 3´ la secuencia codificante para el tag de histidinas y la señal de 
retención en retículo endoplásmico SEKDEL. Los productos de PCR se clonaron por el sistema 
TOPO al vector comercial pCR8/GW/TOPO de manera no direccional. Se seleccionaron los 
clones que contienen la direccionalidad correcta por PCR con los primers Fw M13 y P4 para 
RFP o P6 para ELP. Se obtuvieron de esta manera las construcciones pCR8-RFP y pCR8-ELP. 
Para generar la fusión se utilizó el sistema de Ligación Recursiva Direccional por 
Reconstrucción Plasmídica. Para ello se digirieron ambos plásmidos con las enzimas de 
restricción PflMl o Bgll y Xhol como se indica en la figura y se ligaron los fragmentos indicados 
para obtener la construcción pCR8-RFP-ELP. El plásmido obtenido se utiliza como vector de 
entrada para la reacción de clonasas LR del sistema Gateway y pEAQ-DEST1 como vector 
destino para obtener la construcción en el vector binario pEAQ-RFP-ELP. El esquema no está 
dibujado a escala. 
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2.2 Expresión de la molécula de captura scFv-ELP en hojas de N. 

benthamiana 

 

El estudio de la expresión en plantas de las distintas formas 

multiméricas del scFv y ELP se inició utilizando las construcciones en el vector 

binario pGWB2 generadas por el Lic. Hilario Cafiero (Cafiero 2012) y el Lic. 

Gonzalo Acevedo (Acevedo 2012) detalladas anteriormente. Se infiltraron hojas 

de N. benthamiana con suspensiones de agrobacterias llevando la construcción 

con DO600 entre 0,1 y 0,6 y se cosecharon muestras a 3, 5, 7 y 9 dpi, siempre 

coinfiltrada con DO600 0,1 de agrobacterias llevando el plásmido pBIN-TBSV-

p19. Se realizaron extractos totales y se reveló por inmunoblot contra el tag de 

histidinas, sin embargo no se logró detectar la proteína en ninguna de las 

condiciones ensayadas. Fue entonces que se decidió cambiar al vector binario 

pEAQ generándose las construcciones que llevan la molécula de captura y 

reporteras descriptas en la sección anterior. Además se generaron versiones 

reporteras conteniendo el gen de RFP lo que permitió analizar la expresión más 

fácilmente. Estas construcciones fueron introducidas en A. tumefaciens 

GV3101 y se realizaron ensayos de expresión temporal empleando plantas 

jóvenes de N. benthamiana que fueron infiltradas en las hojas 3, 4 y 5 

(numerando como hoja 1 la primera empezando de arriba) con al menos cinco 

plantas diferentes para cada construcción de forma que la posición de la hoja 

no sea una variable a ser considerada y haciéndose este experimento en tres 

ensayos independientes. Las muestras se cosecharon a los 5 dpi 

combinándose los discos de hojas provenientes de plantas diferentes infiltradas 

con la misma construcción, se extrajeron proteínas y se determinó la cantidad 

de RFP por medida de fluorescencia (exc 590nm/em 645nm) y proteínas 

totales. La Figura 10 presenta las intensidades de fluorescencia relativas 

obtenidas para la expresión de pGWB2-RFP-scFv, pEAQ-RFP-scFv, pGWB2-

RFP-ELP y pEAQ-RFP-ELP.  

Teniendo en cuenta que el pEAQ tiene el gen TBSV-P19 en el T-DNA, la 

expresión de los reporteros en pGWB2 se estudió en ausencia y en presencia 

de este supresor agregándose, en este último caso, agrobacterias llevando 

pBIN-TBSV-P19 (DO600 0,1) a la mezcla de infiltración. Los valores de 

fluorescencia de los genes reporteros RFP-scFv y RFP-ELP en pEAQ, fueron 
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respectivamente 8,1 y 9,5 veces superiores a los obtenidos para los mismos 

genes en pGWB2 en ausencia de TBSV-P19, y 1,8 en ambos casos si se 

incorpora TBSV-P19. Teniendo en cuenta estos resultados, se siguió 

trabajando con las construcciones en pEAQ. 

 

 

 

La expresión de la molécula de captura pEAQ-scFv-ELP y de los 

controles pEAQ-RFP-ELP y pEAQ-ELP se estudió empleando un diseño 

experimental similar al anterior. Las muestras fueron cosechadas a los 5 dpi 

extrayéndose proteínas totales empleando el buffer muestra SDS-PAGE no 

reductor e incubando los extractos a 100 °C. Este método de extracción 

presenta la ventaja de ser muy eficiente y además al emplear condiciones 

desnaturalizantes se minimiza la proteólisis enzimática lo que permite detectar 

la presencia de proteínas foráneas aun cuando se encuentran en pequeñas 

cantidades. Sin embargo, la desventaja de este método radica en que el buffer 

contiene SDS en una concentración que interfiere con cualquier método de 

cuantificación de proteínas por lo que se sembraron volúmenes iguales de cada 

extracto en dos geles de poliacrilamida: uno de los cuales se utilizó en 

inmunoblot y el otro fue utilizado para evaluar la cantidad total de proteínas 

sembrada. El inmunoblot fue revelado con un anticuerpo específico del tag de 

Figura 10. Expresión de RFP-ELP y RFP-scFv en los vectores pGWB2 y pEAQ-DEST1 
Se extrajeron las proteínas solubles de hojas transformadas con las agrobacterias llevando las 
construcciones RFP-ELP (A) y RFP-scFv (B), se midió fluorescencia de los extractos realizados 
a los 5 días post-infiltración y se cuantificaron las proteínas totales por BCA. Se grafican las 
medias de unidades arbitrarias de fluorescencia respecto de las proteínas totales solubles 
medidas (UA/mg TSP), las barras de error representan el error medio estándar. Los asteriscos 
individuales y dobles indican que los valores son significativamente diferentes en un test de 
Tukey, p < 0.05 y p <0.01 respectivamente.  
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histidinas (anti-HIS) y en caso de la muestra de RFP-ELP también se reveló 

con anti-RFP. La Figura 11.A muestra una banda de 50 kDa para la molécula 

de captura scFv-ELP que es reconocida específicamente por el anti-His y que 

es de un tamaño similar al esperado (48,5 kDa). El anticuerpo anti-HIS también 

revela bandas de 45 y 20 kDa para las muestra controles RFP-ELP (44,5 kDa) 

y ELP (18 kDa) respectivamente que coinciden con los tamaños esperados. La 

muestra correspondiente a RFP-ELP posee además una banda 37 kDa que es 

reconocida tanto por el anticuerpo anti-HIS como por anti-RFP, lo que indicaría 

una hidrólisis parcial. El revelado con el colorante Coomassie Brilliant Blue 

muestra que la cantidad de proteínas totales fue similar en los diferentes 

extractos, destacándose las bandas correspondientes a RFP-ELP (Figura 11.B, 

asteriscos) y que están ausentes en el extracto de hojas infiltradas con el 

medio de infiltración (MI) utilizado como control. Estas bandas coinciden en 

tamaño con las detectadas en el inmunoblot, lo cual indica que los niveles de 

expresión de RFP-ELP son altos. Para las muestras de ELP y scFv-ELP no se 

distinguen bandas diferenciales respecto del control, por lo cual podemos 

concluir que se expresan en menor nivel que RFP-ELP. Los inmunoblots 

Figura 11. Estudio de la expresión de la molécula de captura. 
Se infiltraron plantas con agrobacterias llevando la construcción génica de la molécula de 
captura pEAQ-scFv-ELP y los controles pEAQ-RFP-ELP y pEAQ-ELP y se analizó la expresión 
por inmunoblot (parte A) revelados con el anticuerpo anti-HIS y anti-RFP, evaluándose también 
la cantidad de proteína por tinción con Coomassie Brilliant Blue R-250 (Parte B). Como control 
se sembró un extracto de hoja infiltrada con el medio de infiltración (MI). Las bandas que 
corresponden a las proteínas heterólogas introducidas se indican con asteriscos. Los pesos 
moleculares del patrón se expresan en kDa.  
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realizados con la construcción pEAQ-(scFv)3-ELP dieron negativos, por lo que 

no se continuo el trabajo con esta molécula. Los niveles de expresión de scFv-

ELP, RFP-ELP y ELP se determinaron por ELISA y fueron en promedio 80 ± 

12, 450 ± 23 y 84 ± 15 µg de proteína recombinante/g de hoja fresca 

respectivamente. 

Estos ensayos permitieron concluir que la molécula de captura scFv-ELP 

en el vector pEAQ se expresa bien aunque con rendimientos inferiores a RFP-

ELP por lo que se continuará el trabajo con esta molécula. 

 Para definir las condiciones para la expresión de la molécula de captura 

scFv-ELP y a los efectos de simplificar el estudio de las distintas variables que 

afectan los rendimientos se realizó una cinética empleando las construcciones 

reporteras pEAQ-RFP-ELP y pEAQ-RFP-scFv para luego extrapolar los 

resultados a scFv-ELP. Para las agroinfiltraciones se empleó un diseño 

experimental similar al detallado al inicio de esta sección evaluándose la 

expresión por medida de fluorescencia. En la Figura 12 se muestran los niveles 

detectados de RFP-ELP y RFP-scFv expresados en unidades de fluorescencia 

respecto de las proteínas totales a los diferentes dpi. Se observa que no hay 

diferencias significativas entre los niveles obtenidos a los 5 y 7 dpi, mientras 

que las muestras cosechadas a los 3 y 9 dpi los niveles fueron 

significativamente inferiores. Estos ensayos permitieron definir que una 

concentración de bacterias de DO600 0,4 y tiempo de cosecha de hojas a los 5-7 

dpi fueron las mejores condiciones de agroinfiltración.  

 

 

 

 

 

Figura 12. Cinética de expresión de pEAQ-RFP-ELP y pEAQ-RFP-scFv 
Se extrajeron las proteínas solubles de hojas transformadas con las agrobacterias llevando las 
construcciones RFP-ELP (A) y RFP-scFv (B), se midió fluorescencia de los extractos realizados 
a los 3, 5, 7 y 9 días post-infiltración y se cuantificaron las proteínas totales por BCA. Se 
grafican las medias de unidades arbitrarias de fluorescencia respecto de las proteínas totales 
solubles medidas (UA/TSP), las barras de error representan el error medio estándar. Los 
asteriscos individuales y dobles indican que los valores son significativamente diferentes en un 
test de Tukey, p < 0.05 y p <0.01 respectivamente.  
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3. ELP como inductor de la formación de cuerpos proteicos en el retículo 

endoplásmico 

 

Las proteínas foráneas fusionadas a ELP (ELPiladas) se producen con 

mayores rendimientos que las mismas moléculas no ELPiladas (Conley y col. 

2009, Floss 2009, Conrad y col. 2011, Phan y col. 2013). Este fenómeno se 

atribuye a que la fusión estabilizaría la molécula por hacerla menos accesible a 

las proteasas debido a la tendencia a la agregación que tiene este tag. Sin 

embargo, podría haber otro factor que contribuya a los mayores rendimientos 

como la capacidad de los ELP de inducir la formación de cuerpos proteicos 

(PB, por protein bodies) dentro del retículo endoplásmico de células vegetales. 

Los PB se observaron por primera vez en semillas de monocotiledóneas siendo 

las estructuras donde se almacenan prolaminas y otras proteínas insolubles por 

lo que se trata de compartimientos donde las proteínas están protegidas de la 

degradación (Herman y Larkins 1999). Si la formación de este tipo de 

estructuras dentro del ER generara un microambiente estable, no sería 

necesario que el ELP-tag esté fusionado a la proteína foránea sino que el ELP 

estabilizaría a la proteína foránea en “trans” por formación de este tipo de 

compartimiento, es decir sin estar unido directamente a la molécula de interés. 

Con el objetivo de contrastar esta hipótesis en primer lugar se estudió la 

capacidad del ELP(V8F)36 de inducir la formación de PB y en segundo lugar se 

estudió el impacto en los rendimientos. 

 

 

3.1 Estudio de la capacidad el ELP(V8F)36 de inducir la formación de 

cuerpos proteicos en el ER 

 

Se sabe que la capacidad de inducir la formación de PB no sólo está 

relacionada con la localización subcelular donde se expresa el ELP sino que 

también depende de las condiciones de expresión (Conley y col. 2009). Es por 

ello que en primer lugar se estudió la capacidad de RFP-ELP de inducir la 

formación de PB en hojas por microscopía confocal láser de barrido (CLSM). 

En este ensayo se emplearon como controles los marcadores fluorescentes de 

la vía secretoria sec-RFP (Scabone y col. 2011) que se secreta al apoplasto y 
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GFP-HDEL (Haseloff y col. 1997) que es retenido en el ER. Estos controles 

fueron seleccionados para evaluar la estructura del ER en ausencia del ELP. 

En la Figura 13.A se muestra las micrografías de células de la epidermis de 

hoja agroinfiltradas con las construcciones reporteras GFP-HDEL y sec-RFP, 

donde se observa que GFP-HDEL presenta un patrón típico de retículo 

endoplásmico caracterizado por una red en la zona cortical de la célula, 

mientras que en el plano central se observa fluorescencia alrededor del núcleo 

y en el borde de la célula. También se observa que sec-RFP se localiza en los 

bordes de la célula con un patrón irregular típico de una acumulación de 

apoplasto, con una fracción de moléculas en tránsito dando señal dentro del 

ER (flechas). Las Figuras 13.B y 13.C presentan las zonas nuclear y cortical 

respectivamente de hojas infiltradas con una mezcla de agrobacterias llevando 

la construcción pEAQ-RFP-ELP y el reportero GFP-HDEL. En el canal rojo se 

observan los PB dentro de la red del ER tanto para la zona nuclear (Fig 13.B 

flechas) como en la cortical (Figura 13.C, flechas). A pesar de que se esperaba 

observar los PB principalmente en el canal rojo donde se detecta RFP-ELP, en 

el canal verde también se detectaron estas formaciones y en la superposición 

de canales se observa que la misma es completa (zonas amarillas). Este 

resultado indicaría que los PB inducidos por RFP-ELP alterarían la estructura 

completa del ER, hecho que está de acuerdo con el gran dinamismo de este 

compartimiento.  
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Figura 13. Estudio de la capacidad de RFP-ELP para inducir la formación de cuerpos 
proteicos en el ER 
Expresión de sec-RFP y GFP-HDEL (A), RFP-ELP y GFP-HDEL (B zona nuclear y C zona 
cortical) en células epidérmicas de N. benthamiana. En el panel A se muestra como control 
GFP-HDEL coexpresado con sec-RFP, donde se observa que GFP-HDEL (canal verde) 
presenta un patrón típico de retículo endoplásmico señalado con flechas, mientras que sec-
RFP (canal rojo) muestra colocalización con GFP-HDEL, lo que representa a la proteína que se 
está sintetizando y transportando, y también presenta señal en la zona del apoplasto. RFP-ELP 
coexpresado con GFP-HDEL muestra la formación de cuerpos proteicos señalados con flechas 
en la zona nuclear (B) y la zona cortical (C) que pueden observarse tanto en el canal verde 
como en el rojo. Los tamaños de barra representan 20µm en A y C, y 10 µm en B.  
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Verificada la capacidad de RFP-ELP de inducir la formación de PB en el 

ER y habiendo observado que GFP-HDEL también se localizó en estos 

cuerpos, se analizó si la molécula de captura scFv-ELP y el ELP también 

afectaban la estructura del ER de esta forma. Para ello, se infiltraron hojas de 

N. benthamiana con agrobacterias llevando estas construcciones y el marcador 

de interés. Para la coexpresión de ELP con GFP-HDEL (Figura 14.A) se 

detectaron los PB típicos esperados dentro del ER, con un rango de tamaños 

amplio (1-7 µm aprox.) señalados con flechas. En la zona cortical los PB son 

principalmente de tamaño pequeño y se encuentran dispersos, a diferencia de 

lo observado para RFP-ELP. En las zonas del núcleo y bordes celulares se 

detectaron cúmulos que se ven como zonas menos densas que los PB, pero 

con estas estructuras en su interior. Para el caso de scFv-ELP se observaron 

estructuras muy similares a las obtenidas para ELP en la zona cortical (Figura 

14.B), mientras que para la zona nuclear y bordes celulares se encontraron 

grandes estructuras más homogéneas que las de ELP y con pequeños PB 

alrededor. Estos cambios en la estructura del ER demuestran que ambas 

construcciones se expresan correctamente y cumplen con las características 

esperadas. 
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3.2 Efecto del ELP sobre la síntesis de TG2 en hojas de N. benthamiana  

 

Habiendo verificado que las distintas versiones de ELP ensayadas 

inducían la formación de PB en el ER, se estudió si ocurría lo mismo en hojas 

que expresaran TG2. En primer lugar se evaluó si la versión reportera de TG2 

(ER-RFP-TG2) era incorporada a los PB inducidos por ELP como ocurre con 

GFP-HDEL. Para ello, se analizaron por CLSM muestras de hojas expresando 

ER-RFP-TG2 y GFP-HDEL, en presencia o no de ELP. ER-RFP-TG2 presentó 

un patrón reticular con cúmulos en los bordes de las células (Figura 15.A, 

flechas). GFP-HDEL, cuya localización normal se encuentra uniformemente 

distribuida a lo largo del ER, tuvo un patrón reticular más intenso que ER-RFP-

TG2 con presencia también en los cúmulos de los bordes celulares. Se observó 

Figura 14. Efecto de ELP y scFv-ELP en la estructura del ER  
Se muestran células epidérmicas de N. benthamiana coexpresando GFP-HDEL con ELP(A) y 
scFv-ELP (B). Se muestran las zonas cortical, central y nuclear para ambos experimentos 
donde se indican con flechas los cúmulos inducidos por estas construcciones. Los tamaños de 
barra representan 20µm para las zonas cortical y central, y 10 µm en la zona nuclear.  
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una colocalización parcial entre GFP-HDEL y ER-RFP-TG2 en el panel de 

superposición, pero se diferenciaron en que ER-RFP-TG2 se localizó 

principalmente en los cúmulos, mientras que la GFP-HDEL tuvo una 

distribución más homogénea (Figura 15.A). Cuando ER-RFP-TG2 se 

coexpresó con ELP, se observaron PB pequeños (menos de 1 µm) y grandes 

(Figura 15.B y 15.C), pero sólo se detectó una colocalización parcial con GFP-

HDEL (Figura 15.B, panel de superposición). Los PB, en la región nuclear, 

tuvieron una distribución de tamaño y composición heterogéneas, ya que 

algunos de ellos contenían solamente ER-RFP-TG2 y otros sólo GFP-HDEL. 

Incluso se pudieron observar círculos sin fluorescencia, que podrían 

corresponder a PB de bajo recambio proteico que no incorporaron en su 

formación a las proteínas fluorescentes. En contraste, en la región cortical, se 

observó una colocalización completa de GFP-HDEL PB verde y ER-RFP-TG2 

PB rojo (Figura 15.C). Se corroboró de esta manera que ER-RFP-TG2 genera 

por sí misma una distorsión en el ER, pero también es incorporada a los PB 

inducidos por ELP. Con estos resultados se decidió evaluar si la acumulación 

de TG2 se ve modificada por efecto de ELP. 
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Figura 15. CLMS para evaluar la integración de ER-RFP-TG2 a los PB inducidos por la 
expresión de ELP.  
Expresión de ER-RFP-TG2 y GFP-HDEL (A), ER-RFP-TG2, GFP-HDEL y ELP (B zona nuclear 
y C zona cortical) en células epidérmicas de N. benthamiana. GFP-HDEL tuvo un patrón 
reticular típico (canal verde, A), ER-RFP-TG2 (canal rojo, A) se encuentra principalmente 
localizado en cúmulos (PB) en los bordes de las células (flechas), y la señal en el resto de la 
red del ER fue baja. Para ER-RFP-TG2 y GFP-HDEL se observó colocalización principalmente 
en esos cúmulos. En el panel B se marcó con flechas algunos PB formados en la zona del 
núcleo donde hay una colocalización parcial. En el panel C se muestra la zona cortical donde la 
localización de GFP-HDEL y ER-RFP-TG2 es completa. La barra de escala corresponde a 20 
µm para A y C, y 10 µm para B.  
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Para verificar que la localización subcelular determinada por CLMS 

correspondía a la proteína de fusión intacta ER-RFP-TG2 se realizaron 

inmunoblots que fueron revelados con anti-TG2 mAb 2G3 y anti-RFP (Figura 

16). Ambos anticuerpos revelaron una banda levemente superior al esperado 

en base a la composición de aminoácidos de 106 kDa, verificando que la 

versión se encuentra intacta. No se detectaron bandas de tamaño menor al 

esperado, por lo que no hay degradación. La cuantificación por ELISA ER-RFP-

TG2 dio en promedio niveles de 26 µg/g de hoja fresca, mientras que ER-TG2 

dio niveles de 9,5 µg/g de hoja fresca. Estos resultados indican que esta 

proteína se expresa en niveles mayores que ER-TG2 y que se mantiene 

íntegra, por lo cual la fluorescencia corresponde completamente a la fusión ER-

RFP-TG2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Estudio de la integridad de 
ER-RFP-TG2 por inmunoblot 
Se tomaron muestras de hojas 
expresando ER-RFP-TG2 previamente 
estudiadas por CLMS y se analizó la 
integridad de la proteína por inmunoblot. 
Por un lado se reveló con el mAb 2G3 
específico de TG2 y por otro lado con 
anti-RFP. Las bandas detectadas 
correspondientes a ER-RFP-TG2 se 
señalaron con una punta de flecha 
negras. Los pesos moleculares del 
patrón se expresan en kDa.  
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3.3 Efecto del ELP en los rendimientos de la proteína recombinante 

Habiéndose verificado que los ELP inducen la formación de PB y que las 

proteínas reporteras GFP-HDEL y RFP-TG2 se encuentran en estas 

estructuras se analizó si había cambios en los rendimientos. Con esta finalidad 

se realizó un inmunoblot de extractos de hojas en los que se coexpresó ELP 

con los reporteros GFP-HDEL y sec-RFP y las versiones de TG2 con las que 

se habían obtenido mejores rendimientos en la primera parte de este trabajo. 

Para poder realizar un análisis estadístico, las muestras para este ensayo 

contenían discos de hojas provenientes de 5 plantas diferentes, expresando 

transitoriamente las proteínas de interés, en tres experimentos independientes. 

Se extrajeron las proteínas totales de estas muestras y se sembró en un gel la 

misma cantidad extracto en cada calle, y como control se muestra la banda 

correspondiente a la subunidad grande de RuBisCO (RLS) en cada calle. La 

intensidad de las bandas de GFP, RFP y TG2 fueron cuantificadas por 

densitometría, como se detalla en la sección de Materiales y Métodos, los 

resultados obtenidos se presentan en la Figura 17. Los niveles de acumulación 

de cada proteína foránea obtenidos en presencia y ausencia de ELP se 

muestran en el gráfico, y en la parte inferior un inmunoblot revelado con anti-

GFP, anti-RFP o anti-TG2 mAb 2G3 junto con una tinción con Coomassie 

Brilliant Blue R-250 que muestra la cantidad de RLS sembrada. Para GFP-

HDEL se observó un aumento de 2.0 veces en el nivel de acumulación por la 

formación de PB inducidos por ELP, mientras que no se encontraron 

diferencias significativas en los niveles de sec-RFP (Figura 17, panel superior). 

Los niveles de acumulación de ER-TG2 y vac-TG2 medidos en ausencia de 

ELP fueron 9,5  1,5 y 9,9  1,4 g/g de tejido de hojas frescas 

respectivamente, y frente a la coexpresión con ELP los niveles de acumulación 

se incrementaron a 20,9  2,1 y 24,4  2,3 g/g de tejido de hojas frescas, 

respectivamente (Figura 17, panel inferior). A raíz de estos resultados, se 

concluye que ELP puede incrementar los niveles de acumulación de algunas 

proteínas recombinantes, como por ejemplo las versiones de GFP y TG2 de ER 

y la versión vacuolar de TG2 pero no producen rendimientos mayores para la 

proteína secretoria sec-RFP. En el caso particular de TG2, ELP logró un 

incremento de 2,1 y 2,5 veces en la acumulación de ER-TG2 y vac-TG2, 

respectivamente. 
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Figura 17: Efecto de ELP en los niveles de acumulación de GFP-HDEL, sec-RFP y ER-
TG2 y vac-TG2.  
Se sembró la misma cantidad de extracto en el gel como se puede observar según la cantidad 
de Subunidad grande de RuBisCO (RLS) teñida con Coomassie Brilliant Blue R-250. El 
inmunoblot se desarrolló con anti-GFP, anti-RFP y anti-TG2 mAb 2G3, para GFP-HDEL, sec-
RFP y ER-TG2 y vac-TG2, respectivamente. La intensidad de banda se cuantificó utilizando el 
software ImageJ. Se desarrollaron tres experimentos biológicamente independientes y cada 
réplica fue obtenida utilizando hojas de 5 plantas diferentes. Las barras de error representan la 
desviación estándar de la media. **Denota diferencia estadísticamente significativa por el Test 
de Student (P<0.01). 
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3.4 Efecto de la molécula de captura scFv-ELP en los rendimientos de 

TG2 

 

Teniendo en cuenta que el ELP incrementó la acumulación de varias 

proteínas retenidas en la vía secretoria, se planteó como hipótesis que una 

interacción directa del ELP con la proteína foránea produciría un efecto 

estabilizador aún mayor. Para testear esta hipótesis se coexpresóER-TG2 con 

ELP y con el scFv-ELP, analizándose los niveles de expresión por inmunoblot 

con un diseño experimental similar al presentado en la sección anterior. En la 

Figura 18 se observa que los mayores niveles de TG2 se alcanzan en 

presencia del scFv-ELP siendo de 54,5 g/g de hoja fresca, lo que representa 

un incremento de 5,7 veces en relación a la TG2 obtenida en ausencia de ELP. 

Además, en presencia del scFv-ELP, TG2 presenta dos bandas, siendo la de 

menor tamaño similar al tamaño de TG2 de células Caco-2. La forma de mayor 

tamaño se puede atribuir a la incorporación de los oligosacáridos ricos en 

manosas típico de ER, como se mencionó anteriormente. El scFv-ELP 

protegería a TG2 de esta glicosilación produciendo la banda correspondiente al 

tamaño de una versión no glicosilada. 

Los resultados presentados en esta sección demuestran que los ELP 

incrementan los rendimientos de proteínas retenidas en la vía secretoria aun 

cuando no se encuentren unidos covalentemente a la misma. 
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4. Purificación de las moléculas fusionadas a ELP por ciclos de transición 

inversa 

 

4.1 Análisis de la capacidad de RFP-ELP de experimentar ciclos de 

transición inversa (ITC) 

 

 Los ELP tienen la característica de sufrir un cambio de estructura 

reversible inducido por un cambio en la temperatura, lo cual representa una 

ventaja para el proceso de purificación. A temperaturas bajas es soluble, 

mientras que a temperaturas superiores a una temperatura de transición (Tt) 

cambia su estructura formando cúmulos que permanecen insolubles en 

suspensión, lo cual enturbia la solución. A partir de esta característica se 

desarrolló el método de purificación basado en ciclos de transición denominado 

ITC (inverse transition cycling) (ciclos de transición inversa), que se denomina 

inversa porque a mayor temperatura la proteína es menos soluble. El método 

Figura 18: Efecto de scFv-ELP en 
los niveles de acumulación de ER-
TG2.  
Se expresó pGWB2-ER-TG2 en 
combinación con pBIN-TBSV-P19 (1), 
pEAQ-ELP (2) o pEAQ-scFv-ELP (3). 
Se sembró en un SDS-PAGE la 
misma cantidad de extracto total 
como se puede observar según la 
cantidad de Subunidad grande de 
RuBisCO (RLS) teñida con 
Coomassie Brilliant Blue R-250 en el 
panel inferior. Se desarrolló un 
inmunoblot revelando con anti-TG2 
mAb 2G3 y se cuantificó la intensidad 
de banda por el software ImageJ 
(panel superior). Se realizaron tres 
experimentos biológicamente 
independientes y cada replica fue 
obtenida utilizando hojas de 5 plantas 
diferentes. Las barras de error 
representan la desviación estándar 
de la media. **Denota diferencia 
estadísticamente significativa por el 
Test de Student (P<0.01). 
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consiste en intercalar ciclos de separación de fases a diferentes temperaturas, 

explotando el cambio de estructura inducido por temperatura que sufre ELP.  

La Tt de un polímero depende de la composición química del ELP, del 

número de unidades repetitivas y de su concentración. Cuanto menor es el 

contenido de aminoácidos hidrofóbicos y mayor el de aminoácidos polares y 

cargados, mayor es la Tt (Urry 1992). En cuanto a la longitud del polímero, 

existe un aumento gradual de la Tt con el incremento del número de unidades 

repetitivas hasta que se alcanza un máximo a partir del cual ya no se modifica 

(Smits y col. 2015). La forma de la curva y el número de unidades requeridas 

para alcanzar el máximo depende también de la composición, por ejemplo para 

un ELP en que el aminoácido X es V se requieren aproximadamente 120 

pentámeros (Smits y col. 2015). En cuanto a la concentración, se requiere de 

un número mínimo de moléculas para que la agregación produzca una 

separación de fases por lo que si encuentra a concentraciones muy bajas no 

hay separación. Además si ELP se encuentra fusionado a una proteína de 

interés, la misma puede modificar las características fisicoquímicas siendo su 

agregación más gradual (Conley y col. 2009). Para el caso particular del 

ELP(V8F)36 la Tt teórica es 18 ºC, estimada en base a una escala desarrollada 

por Urry y colaboradores (Urry 1992). Esta escala fue determinada con 

concentraciones de ELP sintético de 40 mg/ml, que son muy superiores a los 

niveles de expresión obtenidos en plantas. Además, la Tt depende de las 

condiciones del medio tales como pH, fuerza iónica y tipo de sal. Teniendo en 

cuenta estos factores en primer lugar se evaluó si el ELP(V8F)36 es capaz de 

experimentar transiciones de fase.  

Se evaluó la capacidad de la fusión reportera RFP-ELP para sufrir 

transiciones térmicas empleando el esquema de purificación presentado en la 

Figura 19.A. Se seleccionó esta molécula porque su detección es más simple y 

sus niveles de expresión fueron superiores a los de scFv-ELP. La temperatura 

para inducir la agregación (Ta) utilizada fue 40 ºC, y se seleccionó teniendo en 

cuenta que ELP se encuentra fusionado a otra proteína y que se estimaba una 

concentración de ELP inferior a la condición en la cual se estimó la Tt teórica. 

Como se observa en la figura, el primer paso del procedimiento consiste en 

incubar el extracto crudo adicionado con la sal de manera que alcance una 

concentración de NaCl 3 M (fracción E) a una temperatura que induzca la 
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agregación de ELP. Luego de producir el colapso, se centrifugó a temperatura 

ambiente con el objetivo de precipitar ELP colapsado. El precipitado 

conteniendo ELP fue resuspendido en un volumen menor al inicial de solución 

salina fría para revertir la agregación. El último paso de la primera ronda 

consistió en una centrifugación a 4 ºC para separar el ELP soluble de las 

proteínas insolubles (sobrenadante: fracción R1). Luego se repitió el proceso 

para efectuar una segunda ronda de purificación, esta vez sin modificar el 

volumen de la muestra y efectuando la re-solubilización en H2O desionizada. El 

sobrenadante de la centrifugación en frío contiene ELP recuperado con mayor 

pureza (fracción R2). Las proteínas de las diferentes fracciones se separaron 

por SDS-PAGE y el gel se tiñó con Coomassie Brilliant Blue R-250 (Figura 

19.B). Por otro lado se desarrolló un inmunoblot revelado con anti-RFP (Figura 

19.C). En ambos casos se detectó una banda del tamaño esperado para RFP-

ELP tanto en la calle correspondiente al extracto crudo (E), como en las calles 

R1 y R2 que corresponden a la primer y segunda ronda de purificación 

respectivamente. Para la tinción con Coomassie en la calle R1 también se 

detectó una banda del tamaño de la subunidad grande de RuBisCO, 

considerada impureza, que se elimina con la segunda ronda de purificación. 

Este resultado demuestra que la construcción reportera RFP-ELP se mantiene 

íntegra, sufre la transición de fase y que es posible purificarla por ITC. 
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Figura 19. Purificación de RFP-ELP por ITC 

En el panel A se muestra un esquema del sistema de purificación por ITC donde la especie soluble de 
RFP-ELP se muestra como líneas curvas y la especie que forma los cúmulos como resortes agrupados. Ta 
es la temperatura para inducir agregación que fue de 40 °C y T es la temperatura para re-solubilizar los 
agregados que fue de 4 °C. La fracción E corresponde al extracto crudo, S1 y S2 a los sobrenadantes de la 
centrifugación a temperatura ambiente de las rondas 1 y 2 respectivamente, R1 y R2 a los sobrenadantes 
de la centrifugación a 4 ºC de las rondas 1 y 2 respectivamente. Para más detalles véase Materiales y 
Métodos. Se muestran también un SDS-PAGE teñido con Coomassie Brilliant Blue R-250 (B) y un 
inmunoblot revelado con anti-RFP (C) con las fracciones descriptas previamente. Se señala con un 
rectángulo rojo las bandas de RFP-ELP del tamaño esperado (44,5 Kda). El patrón de peso molecular se 
expresa en kDa.  
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4.2 Ajuste de las condiciones que producen una recuperación mayor de 

RFP-ELP por ITC 

Con el fin de optimizar el proceso de purificación, se modificaron 

factores que afectan al rendimiento de la purificación por ITC y se analizaron 

los resultados obtenidos. Uno de los factores a evaluar fue si la Ta 

seleccionada para 3 M de NaCl (40 ºC) era suficiente para colapsar una 

fracción mayoritaria de RFP-ELP o si una temperatura superior podría facilitar 

la recuperación de una mayor cantidad de la proteína de interés. Para ello, se 

estudió el rendimiento de purificación por ITC si la Ta seleccionada fuera 60 ºC 

utilizando igual concentración de NaCl. Otro factor a modificar fue el tipo de sal. 

Para desarrollar esta variante se reemplazó la sal utilizada por (NH4)2SO4 

debido a que se ha reportado que logra disminuir significativamente la Tt con 

concentraciones inferiores a las utilizadas para NaCl (Fong y col. 2009). Se 

evaluó el rendimiento obtenido con concentraciones 0,12 M y 0,25 M, y las Ta 

seleccionadas en base a la bibliografía consultada fueron 15 °C (temperatura 

ambiente) y 30 °C, ambas inferiores a la que se utilizó con NaCl. Los ensayos 

se realizaron a partir de una muestra conteniendo aproximadamente 0,4 mg/g 

de hoja fresca de RFP-ELP, por lo cual la concentración de ELP se mantuvo 

constante. El rendimiento porcentual de la purificación se determinó mediante 2 

técnicas diferentes: medida de fluorescencia y densitometría de las bandas 

obtenidas por inmunoblot. En ambos casos se cuantificó por unidades 

arbitrarias las señales detectadas en las fracciones purificadas y en la muestra 

inicial (extracto crudo). Teniendo en cuenta los volúmenes de cada fracción se 

calculó en porcentaje, la cantidad de RFP-ELP total presente en la fracción 

pura respecto de la cantidad total medida para la muestra inicial. Para 

cuantificar las fracciones de proteína purificada y el extracto crudo se utilizó el 

método del BCA. 

Los rendimientos obtenidos para las diferentes condiciones se muestran 

en la tabla 2, donde se puede apreciar que a pesar de los factores modificados 

la mejor condición continúa siendo la utilizada anteriormente. Para las 

condiciones con (NH4)2SO4 se logró mayor rendimiento en la purificación de 

RFP-ELP a concentraciones 0,25 M que a 0,12 M. Sin embargo, no se 

detectaron diferencias entre los experimentos realizados a diferentes 
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temperaturas. Los rendimientos porcentuales fueron inferiores al 10% en todas 

las purificaciones con (NH4)2SO4. Para las condiciones evaluadas con NaCl 3 

M se detectó que los rendimientos superaban ampliamente los obtenidos con 

(NH4)2SO4, alcanzando rendimientos superiores al 50% para la ITC a 40 ºC y 

del 36% para 60 ºC. Estos resultados indican que RFP-ELP puede ser 

purificada por ITC con un rendimiendo porcentual superior al 50% utilizando la 

condición NaCl 3 M a 40 ºC, obteniéndose 225 µg de RFP-ELP purificado por 

cada gramo de hoja fresca (Tabla 2). Se puede observar en la Figura 10.B la 

tinción por Coomassie Brilliant Blue R-250 de las fracciones obtenidas en una 

purificación equivalente, donde se muestra que la calle R2 contiene únicamente 

la banda correspondiente a RFP-ELP indicando un alto nivel de pureza. 

También se observó que la utilizacion de (NH4)2SO4 no constituyó una mejora 

en la purificación de RFP-ELP. Cabe destacar que en todos los casos se 

obtuvieron valores comparables de rendimiento porcentual medidos por las dos 

técnicas de determinación utilizadas, indicando que para la purificación con 

scFv-ELP podrá determinarse el rendimiento por densitometría del inmunoblot. 

Otra alternativa evaluada fue la utilización de una membrana de acetato 

de celulosa para retener los cúmulos como alternativa a la centrifugación. Se 

utilizó una concentración de NaCl 3M y las temperaturas evaluadas fueron 40 y 

60 ºC. Sin embargo, en ninguna de las condiciones estudiadas se lograron 

retener los cúmulos por lo cual se descartó esta variante de ITC.  

 

 

 

Tipo de sal 
Concentración 

de sal 

Temperatura 

(ºC) 

Rendimiento 

% por 

Inmunoblot * 

% por 

Fluorescencia** 

µg RFP-ELP/g 

de hoja 

fresca*** 

(NH4)2SO4 

0,12 M 
15 5,0 ± 0,5 5,2 ± 1,5 20,1 ± 1,9 

30 5,3 ± 0,5 5,9 ± 1,7 21,1 ± 2,0 

0,25 M 
15 9,7 ± 0,9 8,4 ± 2,6 38,6 ± 3,5 

30 9,0 ± 1,0 8,5 ± 2,1 35,9 ± 4,2 

NaCl 
3 M 40 56,6 ± 3,2 50,8 ± 5,2 225,3 ± 12,6 

3 M 60 36,7 ± 3,6 36,5 ± 6,6 146,2 ± 14,4 

Tabla 2. Efecto de la naturaleza y concentración de la sal en la recuperación de una proteína reportera 
por ITC 

*medida de intensidad de banda por densitometría utilizando el software ImageJ de la muestra purificada 

respecto de la medida para el extracto crudo en relación a sus volúmenes.  

**medida de fluorescencia de la fracción purificada respecto de la medida para el extracto crudo en relación a 

sus volúmenes. 

***cuantificación de proteínas por BCA de la fracción purificada. 
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En pos de buscar una condición de purificación que permita recuperar 

una mayor proporción de RFP-ELP, se evaluaron los rendimientos obtenidos 

para una única ronda de purificación en comparación con los obtenidos con dos 

rondas. Para ello, se estudiaron por los métodos ya mencionados los 

rendimientos alcanzados en cada etapa, y en base a las medidas de 

fluorescencia se calcularon los parámetros que se detallan a continuación 

(Tabla 3). En primer lugar se calculó la actividad de fluorescencia total de la 

muestra en unidades arbitrarias. Se definió actividad específica como actividad 

de fluorescencia total respecto de la cantidad de proteínas totales y el factor de 

purificación como actividad específica de la etapa respecto de la actividad 

específica del extracto crudo. El porcentaje de pureza se calculó por 

densitometría de la tinción con Coomassie Brilliant Blue R-250 como intensidad 

de la banda de RFP-ELP respecto de la intensidad total. Los resultados 

muestran que en una única ronda de purificación se obtiene un rendimiento del 

77,4% y que la actividad específica se ve incrementada de 0,2 del extracto 

crudo a 23 para esta ronda. El factor de purificación para esta etapa fue de 

133,6. En una segunda ronda de purificación se obtiene un rendimiento de 

50,8% respecto de la fluorescencia inicial con una actividad específica de 25,9. 

Este paso produce un factor de purificación de 150,4 respecto de la muestra 

inicial. Se puede observar en la tabla que la pureza alcanzada por la primera 

etapa es un 14% inferior a la obtenida en la segunda, pero la actividad 

específica aumentó un 11%. Estos resultados se traducen en que con una 

ronda de purificación se obtiene una mayor cantidad de RFP-ELP con un 14% 

de impurezas y con una segunda etapa se obtiene un producto de mayor 

pureza, con mayor actividad específica, pero con menor cantidad de RFP-ELP.  

Se concluye de esta sección que la molécula reportera RFP-ELP sufre la 

agregación inducida por el cambio de temperatura y por ello, es posible 

purificarlo por ITC. Se mostró también que la mejor condición para purificarla 

por este método fue utilizando NaCl en una concentración 3 M, fijando 40 ºC 

como temperatura para inducir la agregación. Además, se determinó que 

ambas técnicas de determinación del rendimiento son válidas ya que producen 

resultados comparables. Por último, se mostró que dos rondas de purificación 

producen una muestra de alta pureza de RFP-ELP, sin embargo se puede 

incrementar el rendimiento utilizando una única ronda de purificación. Se 
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genera entonces una situación de compromiso entre adquirir una mayor pureza 

o una mayor concentración de la proteína de interés, que se resolverá según la 

calidad requerida en cada caso.  

 

Etapa de 

purificación 

Rendimiento Actividad de 

Fluorescencia 

Total (UA) 

Actividad 

Específica*** 

(UA/mg de 

proteínas) 

Factor de 

Purificación 
% Pureza 

% por 

Fluorescencia* 
µg RFP-ELP/g 

 de hoja fresca** 

Extracto Crudo 100 443 ± 21,3 11,5 0,2 1 0,7 

Ronda 1 77,4 ± 4,9 343 ± 15,3 7,9 23,0 133,6 86,7 

Ronda 2 50,8 ± 5,2 225,3 ± 12,6 5,8 25,9 150,4 99,6 

 

 

4.3 Purificación de scFv-ELP por ITC 

 

Para desarrollar el método de purificación de TG2 era necesario en 

primer lugar obtener la molécula de captura scFv-ELP purificada. Para ello se 

decidió hacerlo por ITC utilizando la condición que mejor resultados dio para 

RFP-ELP. Se partió de hojas infiltradas con agrobacterias llevando la 

construcción codificante para scFv-ELP con una DO600 0,4 y las muestras 

fueron cosechadas de 5 plantas diferentes a los 5 dpi, realizando este 

experimento por triplicado. El extracto crudo fue purificado por dos rondas de 

ITC con NaCl 3 M a 40 ºC de manera de obtener una muestra de alta pureza. 

Las fracciones obtenidas en la purificación fueron analizadas por inmunoblot 

empleando un anticuerpo específico del tag de histidinas. Como se muestra en 

la Figura 20, se detectaron bandas del tamaño esperado para scFv-ELP en las 

calles correspondientes al extracto crudo (E) y la fracción purificada (R). No se 

detectó scFv-ELP remanente en el sobrenadante de la primera ronda de ITC 

*medida de fluorescencia de la fracción purificada respecto de la medida para el extracto crudo en relación a sus 

volúmenes. 

**cuantificación de proteínas de la fracción purificada por BCA. Para el extracto crudo se calcula la cantidad de RFP-ELP en 

base a la cantidad medida en la purificación y el rendimiento calculado.  

Actividad específica: Unidades Arbitrarias (UA) de fluorescencia respecto de la cantidad de proteínas totales. 

Factor de purificación: Actividad específica de la muestra respecto de la actividad específica inicial. 

% Pureza: Se calculó el porcentaje de pureza por densitometría de la tinción con Coomassie Brilliant Blue R-250 como 

intensidad de la banda de RFP-ELP respecto de la intensidad total. 

Tabla 3. Tabla de purificación de RFP-ELP para las diferentes rondas de ITC 
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(S). Estos resultados indican que scFv-ELP logró ser purificada por ITC 

utilizando NaCl 3 M y una Ta de 40 ºC, y que se detecta íntegra después de 

todo el proceso.  

   

  

Los rendimientos del proceso de purificación para scFv-ELP se 

determinaron por cuantificación de la intensidad de banda de los inmunoblots 

(Tabla 4). Los resultados muestran que el rendimiento porcentual obtenido para 

2 rondas de ITC fue en promedio de 19,1%. Se evaluó además el rendimiento 

de la purificación por ITC para la coagregación con RFP-ELP. Para ello se 

adicionó una cantidad de RFP-ELP purificado que permita llegar a la 

concentración de los extractos utilizados en la sección 4.2 (450 µg RFP-ELP/g 

de hoja fresca). El rendimiento porcentual obtenido en esta condición fue en 

promedio del 83%, representando un incremento de 4,4 veces respecto del 

caso anterior. A partir de los rendimientos porcentuales, y conociendo la 

cantidad de proteína pura obtenida por cada gramo de hoja, se estimó que los 

niveles de expresión alcanzados por scFv-ELP en las condiciones descriptas 

fue de 79,2 ± 4,2 µg scFv-ELP/g de hoja fresca aproximadamente, similar a los 

resultados obtenidos previamente por ELISA. Se muestran además en la 

Tabla 5 algunos ejemplos de los rendimientos obtenidos en la producción de 

proteínas recombinantes fusionadas a ELP cortos y purificadas por ITC. Como 

se puede apreciar en la tabla, los rendimientos reportados para casos de ELP 

cortos son muy variados y los obtenidos en este trabajo se encuentran dentro 

del rango de resultados alcanzados por otros grupos.  

Figura 20. Inmunoblot del ensayo de 
purificación de scFv-ELP por ITC.  
En la calle E se sembró el extracto crudo 
de hojas expresando scFv-ELP, en la 
calle S el sobrenadante de la primera 
centrifugación a temperatura ambiente 
del ITC y en la calle R el sobrenadante de 
la centrifugación en frio de la segunda 
ronda de purificación. Se detectaron 
bandas que se marcan con puntas de 
flecha en las calles E y R del tamaño 
detectado previamente para scFv-ELP 
(58 kDa). El patrón de peso molecular se 
expresa en kDa. 
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Esta parte del trabajo demuestra que scFv-ELP puede ser purificado por 

ITC en las mismas condiciones que RFP-ELP aunque se exprese en menor 

nivel. Además, se demostró que el agregado de RFP-ELP purificado permite 

incrementar el rendimiento de la purificación por ITC de scFv-ELP en 4,4 

veces.  

 

Etapa de 

purificación 
% TSP 

µg /g de  
hoja fresca* 

Rendimiento 
porcentual** 

Extracto Crudo 0,12 79,2 ± 4,2 100 

2 rondas ITC 0,02 15,2 ± 3,4 19,1 ± 3 

2 rondas ITC 

coprecipitado 
0,08 66,7 ± 7,2 83,0 ± 5,7 

 

 

 

 

 

Proteína 
Repeticio

nes de 
ELP 

Sistema de 
expresión  

Cantidad de 
proteína obtenida 

Rendimiento 
porcentual Referencia 

scFv-ELP 30 
N. tabacum, 
expresión 
transitoria 

0,9 % TSP 33 
(Conley y col. 
2009) 

scFv-ELP 28 
N. tabacum, 
expresión 
transitoria 

2,3 µg/g hoja fresca 30 
(Joensuu y col. 
2009) 

RSL-ELP 40 E. coli 17 mg/L 95 
(Arnold y Chen 
2014) 

cecropin-AD-
ELP 

36 E. coli 79,3 mg/L No informa 
(Yang y col. 
2012) 

ELP 

20 E. coli 32.7 ± 13.5 mg/L No informa 
(Bataille y col. 
2016) 

40 E. coli 35.3 ± 16.7 mg/L No informa 

60 E. coli 33.6 ± 12.8 mg/L No informa 

scFv-ELP 36 
N. benthamiana, 
expresión 
transitoria 

15,4 ± 4,3 µg/g hoja 

fresca 
19 

El presente 

trabajo 

scFv-ELP 

coprecipitado 
36 

N. benthamiana, 
expresión 
transitoria 

66,7 ± 7,2 µg/g hoja 

fresca 
83 

RFP-ELP 36 
N. benthamiana, 
expresión 
transitoria 

225,3 ± 12,6 µg/g 

hoja fresca 
51 

 

Tabla 4. Rendimiento de la purificación de scFv-ELP 

*cuantificación de proteínas de la fracción purificada por BCA. Para el extracto crudo y la 

purificación por coprecipitación se calcula la cantidad de scFv-ELP en base a la cantidad de 

proteína purificada y el rendimiento medido.  

** en base a la medida de intensidad de banda por densitometría del inmunoblot utilizando el 

software ImageJ de la muestra purificada respecto de la medida para el extracto crudo en 

relación a sus volúmenes.  

 

Tabla 5. Rendimientos de proteínas purificadas por ITC utilizando ELP cortos. 
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5. Funcionalidad de scFv-ELP como molécula de captura de TG2  

 

5.1 Estudio de la capacidad de scFv-ELP para reconocer TG2 

 

Una vez obtenido el scFv-ELP purificado, nos interesó evaluar su 

funcionalidad como anticuerpo específico de TG2. Para ello, se planteó como 

primer paso un ensayo dot-blot donde la membrana fuera sensibilizada con 

TG2 proveniente de células Caco-2 empleando el scFv-ELP como anticuerpo. 

En este ensayo se utilizaron dos controles negativos para asegurar su 

especificidad: por un lado ausencia del antígeno TG2 y por otro se evaluó el 

reconocimiento directo de los anticuerpos secundarios y esteptavidina a TG2 o 

ELP. Como control positivo se empleó el mAb 2G3 proveniente de ascitis de 

ratón. El resultado de este ensayo se presenta en la Figura 21, donde se 

aprecia que los controles negativos y positivos dieron de acuerdo a lo 

esperado, demostrando que el ensayo es específico y además se confirma que 

el scFv-ELP purificado de plantas reconoce TG2 de Caco-2. En conjunto con 

los resultados de la sección anterior, podemos afirmar que la fusión scFv-ELP 

puede producirse en plantas y purificarse por ITC sin afectar su funcionalidad.  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Reconocimiento de TG2 por scFv-ELP 
Ensayo Dot-Blot donde las membranas fueron tratadas según se indica; sensibilizadas con 
extracto de células Caco-2 y se estudió el reconocimiento por scFv-ELP purificado, RFP-ELP 
purificado como control negativo y el anticuerpo monoclonal 2G3 de ratón específico de TG2 
como control positivo. Como control de especificidad se incubó una membrana sin 
sensibilizar con el scFv-ELP purificado. Las membranas incubadas con scFv-ELP y RFP-ELP 
a continuación se trataron con anti-Histidinas de ratón. Luego todas las muestras se 
incubaron con anti-ratón conjugado con biotina y a continuación con estreptavidina 
conjugada a HRP. Se revelaron los inmunoblot por quimioluminiscencia. Se detectó señal 
tanto para la membrana incubada con scFv-ELP purificado como para el control positivo, 
mientras que las otras muestras no mostraron señal. 
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5.2 Inmunocaptura de TG2 con el scFv-ELP 

 

Con el fin de evaluar la molécula producida como reactivo de 

inmunocaptura se diseñaron experimentos para evaluar la capacidad de scFv-

ELP para recuperar TG2 por ITC proveniente de dos posibles fuentes: extracto 

de células Caco-2 y extracto de hojas expresando transitoriamente ER-TG2. En 

ambos casos se buscó modelar una situación real que permita purificar TG2 en 

un solo paso de purificación a partir de los extractos crudos. En el caso de TG2 

de células Caco-2, las células se lisaron con agua destilada y para ER-TG2 

producida en plantas se realizó la extracción de proteínas solubles. En ambos 

casos se adicionó NaCl para ajustar su concentración a 3 M que es la 

condición que se ajustó para la purificación por ITC. A estos extractos se le 

agregó el scFv-ELP purificado y se incubó a temperatura ambiente para que 

ocurra interacción entre TG2 y scFv-ELP. Posteriormente se desarrolló la 

purificación por ITC tal como se describió previamente. Las diferentes 

fracciones se analizaron por inmunoblot revelando con el mAb 2G3 para 

detectar TG2 y con el anti-HIS para evaluar la presencia del scFv-ELP como se 

presenta en la Figura 22. Para los dos experimentos se detecta la banda de 

TG2 en las primeras calles (E) que representan los extractos iniciales sin scFv-

ELP. En las calles correspondientes a la fracción soluble luego de la 

centrifugación a temperatura ambiente de la ITC (S) no se detectó TG2 ni scFv-

ELP, mientras que en la fracción soluble de la resolubilización luego de la ITC 

(R) se encontraron bandas de los tamaños esperados para ambas proteínas en 

los dos experimentos. Para el caso de scFv-ELP se reveló una banda de mayor 

tamaño a la que se encontró en las secciones anteriores utilizando condiciones 

reductoras, probablemente debido a la presencia de un enlace disulfuro que 

une las cadenas liviana y pesada del anticuerpo.  

La eficiencia de recuperación de TG2 se midió por densitometría del 

inmunoblot obteniendo un rendimiento del 80,2% para el experimento con 

extracto de células Caco-2 y un 56,7% para el experimento realizado con 

extracto de hojas. Para este último caso el rendimiento en cantidad de ER-TG2 

corresponde aproximadamente a 30,9 µg/g de hoja fresca. Estos resultados 
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demuestran que tanto la TG2 de células Caco-2 como la versión reticular 

producida en plantas son reconocidas por scFv-ELP también producido en 

planta y que la interacción es lo suficientemente fuerte como para permitir su 

purificación por ITC.  

Los resultados de esta sección muestran que la molécula de captura 

scFv-ELP fue funcional para unir ambas versiones de TG2 de manera que 

puedan ser copurificadas por ITC. Esta molécula se mantuvo estable durante el 

proceso de purificación al igual que TG2, hecho que apoya su potencial para 

purificar TG2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

6. Utilidad de TG2 producida en plantas como antígeno para el 

diagnóstico de la enfermedad celíaca  

 

Una vez optimizadas las condiciones de expresión de TG2 y habiendo 

desarrollado el nuevo sistema de purificación, se procedió a evaluar la 

Figura 22. Inmunocaptura de TG2 por scFv-ELP 
Los paneles A y B muestran los inmunoblot revelados contra TG2 o tag de histidinas de los 
ensayos de recuperación de TG2. El panel A representa el experimento donde se utilizó células 
Caco-2 como fuente de TG2 mientras que en el panel B se muestra el experimento donde se 
utilizó TG2 producida en planta. En la calle E se sembraron los extractos de células Caco-2 o 
de hoja expresando ER-TG2, S contiene el sobrenadante de la precipitación selectiva que 
representa la fracción no recuperada de TG2 y R contiene la fracción resolubilizada luego de la 
precipitación que representa la fracción recuperada de TG2. Las bandas correspondientes a 
TG2 se señalaron con puntas de flechas azules, mientras que las bandas de scFv-ELP se 
señalaron con una punta de flecha negras. El patrón de peso molecular se expresa en kDa. 
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funcionalidad de TG2 como antígeno para el diagnóstico de EC utilizando 

sueros de pacientes. Para estos ensayos se seleccionaron las versiones ER-

TG2 y vac-TG2 ya que fueron las que mejor expresión tuvieron. En primer lugar 

se evaluó su utilidad como antígeno frente a los tres mAb específicos de TG2 

disponibles: 2G3, 4E1 y 5G7, que reconocen diferentes epitopes de la proteína. 

Para ello se purificaron las versiones de TG2 de interés y se revelaron por 

inmunoblot utilizando los mAb mencionados. Como se muestra en la Figura 

23.A, tanto para ER-TG2 como para vac-TG2 se revelaron bandas del tamaño 

esperado frente a los tres mAb. Este resultado indica que aunque en humanos 

TG2 se encuentra localizada en el citosol, la introducción en la vía secretoria de 

la planta no afecta la estructura de los epitopes reconocidos por estos mAbs. 

Con el fin de probar la efectividad de las versiones ER-TG2 y vac-TG2 

purificado de planta en un test de detección para EC, se realizó un ELISA 

utilizando un pool de 12 sueros de pacientes con EC y donantes sanos como 

control (Figura 23.B). Los sueros de pacientes con EC fueron caracterizados 

previamente de manera de asegurar que contengan IgA, que es característica 

de mucosas. Se encontró que la mezcla de sueros de EC reconoció ambas 

versiones ER-TG2 y vac-TG2 con una diferencia significativa con respecto al 

valor obtenido para los controles sanos. También se ensayó por inmunoblot el 

reconocimiento de TG2 purificado de planta por los sueros (Figura 23. C). Este 

ensayo confirmó que las variantes ER-TG2 y vac-TG2 de tamaño completo 

fueron reconocidos por los sueros de pacientes con EC, mientras que no fueron 

detectadas por sueros de personas sanas utilizados como control. Por lo tanto, 

podemos concluir que las versiones ER-TG2 y vac-TG2 producidas en planta 

conservaron los epitopes reconocidos por las IgA de los sueros de individuos 

celíacos. Estos resultados señalan la utilidad de la TG2 producida en plantas 

para desarrollar pruebas de detección de EC. 
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Figura 23. ER-TG2 y vac-TG2 purificado de planta como antígeno para diagnóstico de 
EC.  
En el panel A se muestran los inmunoblot de ER-TG2 y vac-TG2 por los anticuerpos 
monoclonales 2G3, 4E1 y 5G7. El panel B muestra un ELISA donde se sensibilizó con la 
proteína purificada, se bloqueó e incubo toda la noche a 4 ºC con los sueros de pacientes 
celíacos o de personas sanas. Luego se incubó con un anticuerpo específico de IgA humana 
conjugado con HRP y se reveló con el reactivo TMB, se midió absorbancia a 630 nm. **Muestra 
una diferencia estadísticamente significativa por el test de comparaciones multiples de Tukey´s 
(p<0.01). En el panel C se muestra un inmunoblot donde se revelaron las bandas de ambas 
versiones de TG2 con un pool de sueros de pacientes con EC. Se utilizó como control un 
extracto de células Caco-2. Como control negativo se incubó con un pool de sueros de 
personas sanas que no reveló ninguna banda. 
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 Este trabajo tuvo como objetivo desarrollar una estrategia para producir 

TG2 humana en plantas de forma de disponer de una tecnología que permita 

obtener esta molécula a costos accesibles que en un futuro permitan la 

implementación de métodos de screening masivos de enfermedad celíaca. TG2 

es una proteína desafiante para los distintos sistemas de expresión disponibles, 

pues interfiere con el metabolismo normal de la célula y sufre autoproteólisis. 

Por eso se planteó el desarrollo de una estrategia de producción empleando 

métodos de expresión temporal en hojas de Nicotiana benthamiana y se 

estudiaron diferentes factores, que no habían sido explorados, que afectan 

tanto la síntesis y estabilidad de la proteína como su recuperación, 

describiéndose a continuación los principales hallazgos de este trabajo. 

Teniendo en cuenta que los rendimientos obtenidos al expresar una 

molécula foránea varían considerablemente entre los distintos compartimientos 

celulares que posee una célula eucariota, una de las variables analizadas fue el 

direccionamiento a diferentes compartimientos. Se demostró que las versiones 

de retículo endoplásmico y vacuolar de TG2 se obtienen en niveles 

significativamente más altos que las versiones citosólica y de apoplasto. En 

hojas, el ER es un destino favorable para muchas proteínas, tales como la 

vicilina (Wandelt y col. 1992), anticuerpos simple cadena (Schouten y col. 1996, 

Fiedler y col. 1997) y de longitud completa (Petruccelli y col. 2006, Ocampo y 

col. 2016), la versión truncada de la hemaglutinina de la gripe (Mortimer y col. 

2012), complemento humano C5a (Nausch y col. 2012). Esta estrategia de 

direccionamiento subcelular por fusión a señales KDEL/HDEL se utiliza con 

frecuencia, sin embargo no siempre mejora la acumulación de la proteína 

recombinante (Boothe y col. 2010, Hood y col. 2012). A diferencia de la 

retención en el RE, el direccionamiento de proteínas foráneas hacia la vacuola 

central de la hoja ha sido menos estudiado como estrategia de 

direccionamiento. La vacuola central de las células vegetales es una de los 

más grandes compartimentos subcelulares que almacenan iones y metabolitos 

(Marty 1999). Aunque se considera un ambiente hostil para la acumulación de 

proteínas heterólogas (Hood y col. 2012), algunas proteínas se acumulan en 

altos niveles en vacuolas centrales tales como la glucocerebrosidasa en células 

de zanahoria (Shaaltiel y col. 2007), IgG en células BY2 de tabaco (Misaki y 

col. 2011) y en hojas de Nicotiana benthamiana (Ocampo y col. 2016), alfa-
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manosidasa humana en hojas de tabaco (De Marchis y col. 2013), factor de 

complemento humano C5a en hojas de N. benthamiana y N. tabacum (Nausch 

y col. 2012), colágeno humano en hojas de tabaco (Stein y col. 2009), 

cellobiohidrolasas fúngicas y endoglucanasas bacterianas en hojas de caña de 

azúcar (Harrison y col. 2011, Harrison y col. 2014). Otras proteínas, tales como 

Ig G1 y G4 humana se obtienen con mayores rendimientos en suspensiones 

celulares de zanahoria si se emplean versiones secretorias en comparación 

con las variantes de ER y vacuolares (Shaaltiel 2006). También la versión de 

ER de la proteína de seda de araña expresada en hojas de Arabidopsis 

thaliana se produce en mayores niveles que la versión vacuolar (Yang y col. 

2005). Estos ejemplos demuestran la potencialidad que tienen las vacuolas de 

tejidos vegetativos para acumular proteínas foráneas que, sumados a los 

numerosos casos informados de acumulación estable de proteínas heterólogas 

en vacuolas de almacenamiento de tejidos reproductivos (Stoger y col. 2005, 

Khan y col. 2012), sugieren que el direccionamiento vacuolar es una alternativa 

con mucho potencial. Es de destacar que dependiendo de la naturaleza de la 

proteína el direccionamiento vacuolar puede tener un desempeño igual, inferior 

o superior a la retención en el ER (Pérez Aguirreburualde y col. 2016). En el 

caso particular de TG2 los rendimientos obtenidos para ER-TG2 y vac-TG2 son 

comparables como se demostró en este trabajo, por lo que cualquiera de estas 

dos variantes resulta de utilidad para el desarrollo de un método de producción. 

Para que el sistema de producción de una proteína foránea sea factible 

no solo es importante alcanzar rendimientos adecuados en la síntesis sino que 

es necesario contar con una estrategia de purificación eficiente. Por este 

motivo se planteó generar una molécula de captura que uniera TG2 

especificamente, que pueda ser separada de otras proteínas, que pudiera ser 

sintetizada fácilmente y, fundamentamente, que pudiera funcionar aunque TG2 

se expresara en bajos niveles. Con esta finalidad se diseñaron y generaron las 

moléculas de captura scFv-ELP y (scFv)3-ELP. La capacidad del scFv 2G3 de 

reconocer TG2 había sido demostrada expresándolo en bacterias (Scabone 

2012), y en este trabajo se planteó fusionarlo al tag ELP(V8F)36 que es más 

hidrofóbico que otros ELP expresados en plantas (Conley y col. 2009, Floss y 

col. 2010). Las moléculas de captura fueron clonadas en el vector pEAQ-

DEST1 dando origen a pEAQ-scFv-ELP y pEAQ-(scFv)3-ELP, además de una 
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construcción control sin el scFv: pEAQ-ELP. Para facilitar el ajuste de las 

condiciones de expresión transitoria también se generaron las construcciones 

reporteras pEAQ-RFP-ELP y pEAQ-RFP-scFv. Estas construcciones fueron de 

suma utilidad para ajustar las condiciones de expresión, de precipitación por 

transición inversa como se presentó en las secciones 2 y 4 de resultados, como 

así también evaluar la formación de cuerpos proteicos en el ER presentados en 

la sección 3. En las secciones 5 y 6 se evaluó la funcionalidad de la molécula 

de captura y de TG2 como antígeno para diagnóstico. Los principales hallazgos 

de estas secciones se discuten a continuación.  

En la segunda sección de resultados, se mostró que las moléculas scFv-

ELP, RFP-ELP y ELP se pueden producir por expresión temporal en N. 

benthamiana. Dado que en la bibliografía no hay un criterio unificado sobre las 

condiciones de expresión que funcionen óptimamente para todas las clases de 

proteínas producidas por expresión transitoria (Tabla I.3), fue necesario ajustar 

ciertos factores de manera de obtener buenos niveles de acumulación. Para 

todos los casos se estudiaron las cinéticas de expresión, obteniendo que los 

máximos niveles de acumulación se encontraban entre los 5 y 7 dpi. Este 

resultado es similar a los datos de la Tabla I.3, donde se muestra que en 

muchos casos el máximo nivel de acumulación se encuentra a los 6 dpi. 

También se buscó optimizar la DO600, ya que se utiliza un rango que va de 

0,002 a 1 para diferentes casos (Tabla I.3) y no hay una relación clara entre 

DO600 utilizada y rendimiento de producción. No logramos optimizar la DO600 de 

agrobacterias a utilizar, ya que las diferencias en la acumulación no fueron 

estadísticamente significativas entre las condiciones ensayadas, por lo cual una 

vez que se encontró una condición adecuada se mantuvo para los siguientes 

experimentos tanto en la sección 1 como en la 2. Los rendimientos obtenidos 

para scFv-ELP, RFP-ELP y ELP fueron de 80 ± 12, 450 ± 23 y 84 ± 15 g/g 

hoja fresca respectivamente, mientras que el (scFv)3-ELP no pudo ser 

detectado. Aunque las construcciones pEAQ-scFv-ELP, pEAQ-RFP-ELP y 

pEAQ-ELP poseen los mismos elementos regulatorios: promotor, 5´ y 3´ UTR, 

secuencias codificantes para el péptido señal secretorio, tag de seis histidinas y 

SEKDEL, sorprende que RFP-ELP tenga rendimientos 5,3 y 6 veces superiores 

a scFv-ELP y ELP, respectivamente. Estas diferencias podrían deberse a que 

la traducción del mRNA RFP-ELP es más eficiente o bien a una mayor 



Discusión  74 

 

 

estabilidad de este mRNA o de la proteína RFP-ELP. Sabido es que los 

rendimientos dependen de varios factores tales como el uso de codones en la 

secuencia codificante que afecta la transcripción, estabilidad y traducción del 

mRNA como así también de las características intrínsecas de la proteína de 

interés que determinan su estabilidad y su incidencia en procesos metabólicos 

que ocurren en la célula huésped (Egelkrout y col. 2012, Ullrich y col. 2015, 

Pérez Aguirreburualde y col. 2016). Que el scFv-ELP tenga menores 

rendimientos que RFP-ELP podría deberse a que el scFv es menos estable por 

la presencia de lazos (loops) en la estructura, un plegado menos eficiente por 

la presencia de uniones disulfuro o a que el uso de codones no se optimizó 

para plantas. Sin embargo, algo menos esperado es que ELP también se 

acumule en cantidades menores que RFP-ELP, ya que esta secuencia ha sido 

optimizada para plantas, es más pequeña por lo que la traducción debería ser 

eficiente y en la mayor parte de los trabajos se muestra que el tag ELP 

estabiliza a las proteínas fusionadas (Conley y col. 2009, Floss y col. 2010). 

Aunque no tenemos una explicación para la diferencia en los rendimientos 

entre RFP-ELP y ELP, el hecho que RFP-ELP sea más fácil de sintetizar podría 

ser explotado para otros fines. Los resultados de la sección 5 muestran que el 

agregado de RFP-ELP logró incrementar el rendimiento de la purificación de 

scFv-ELP por ITC, y extrapolando este resultado a la captura de TG2 en bajas 

concentraciones se podría utilizar RFP-ELP como molécula facilitadora del 

colapso de los complejos antígeno-anticuerpo formados por TG2 y scFv-ELP. 

Otro resultado novedoso de la tesis es la comparación de vectores de 

expresión en plantas. En este trabajo, comparamos la expresión de las 

construcciones RFP-ELP y RFP-scFv en pGWB2 y pEAQ-DEST1. Para poder 

hacerlo fue necesario poner a punto un diseño experimental que permitiera 

reducir las variaciones en los rendimientos que ocurren entre hojas de una 

misma planta, entre plantas de igual o diferentes lotes, además de las 

variaciones que son producto de los diferentes rendimientos de extracción y 

determinación de las proteínas de interés y totales. Los resultados mostraron 

que los rendimientos obtenidos para estos genes reporteros en pEAQ son entre 

8,1 y 9,5 veces superiores a los obtenidos en pGWB2 en ausencia de TBSV-

p19, pero son sólo 1,8 veces superiores si se coinfiltra las agrobacterias que 

llevan las construcciones en pGBW2 con agrobacterias que tengan el TBSV-
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p19. En el caso de las construcciones de TG2 no se encontraron diferencias 

significativas entre los rendimientos obtenidos para las expresiones de pBLTi-

ER-TG2 y pGWB2-vac-TG2 todas en presencia de TBSV-p19. Sin embargo, la 

expresión de pGWB2-RFP-TG2 produjo niveles de expresión superiores a los 

obtenidos para las otras versiones de TG2 (26 µg/g hoja fresca), similar a los 

resultados descriptos para RFP-ELP. Tomados en conjunto, nuestros 

resultados muestran que la coexpresión con TBSV-p19 introduce una mejora 

significativa en los niveles de acumulación de la proteína de interés cuando se 

utiliza el vector binario pGWB2, pero que el uso de pEAQ-DEST1 produce una 

mejora respecto del caso anterior para los casos evaluados. 

En la tercera sección de resultados se evaluó la capacidad del 

ELP(V8F)36 de inducir la formación de PB en el ER a fin de evaluar la hipótesis 

de que estas estructuras generarían un ambiente donde la proteína foránea 

permanecería estable y que los incrementos en los niveles de acumulación 

ocurrirían aún sin que el tag ELP esté unido covalentemente a la misma (efecto 

en “trans”). Por microscopía confocal se corroboró que RFP-ELP forma PB en 

el ER y además se mostró que proteínas no fusionadas al ELP como GFP-

HDEL colocalizan en los PB. Se demostró que el efecto en trans ocurre, ya que 

GFP-HDEL se acumula en niveles más altos (2.0 veces) en presencia de ELP 

que en su ausencia. Las moléculas scFv-ELP y ELP también formaron PB que 

se pudieron visualizar mediante la presencia de GFP-HDEL. Para TG2 también 

se detectó el efecto en trans, ya que los rendimientos de ER-TG2 y vac-TG2 

fueron más altos (2,1 y 2,5 veces, respectivamente) en presencia de ELP. En 

cambio, los niveles de acumulación de sec-RFP, que es mayoritariamente 

secretada, no fueron mejorados por la presencia del ELP. Se observó también 

que la inducción de PB por scFv-ELP produjo un incremento en los niveles 

obtenidos de ER-TG2 de 5,7 veces, que resulta casi el triple que el aumento 

detectado por coexpresión con ELP. De nuestros resultados se desprende que, 

aunque ELP es capaz de mejorar la acumulación de proteínas retenidas en la 

vía secretoria, el incremento es mayor si ocurre una interacción del ELP con la 

proteína de interés, como se concluye del último resultado. El efecto en trans 

de los ELP ha sido recientemente informado para las versiones secretorias de 

eritropoyetina humana y interleuquina-10 coinfiltrada con las construcciones 

GFP-ELP y GFP-hidrofobina I (Saberianfar y col. 2015). Sin embargo en esta 
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tesis no se observaron diferencias en los niveles de sec-RFP con o sin ELP. 

Tomados en conjunto, nuestros resultados indican que el efecto de ELP en la 

acumulación de proteína es dependiente de la naturaleza proteica y de su 

destino final en la célula. La combinación de estrategias de direccionamiento 

subcelular y la inducción de PB por coexpresión de ELP y scFv-ELP fueron 

suficientes para aumentar los niveles de acumulación de TG2 en ensayos de 

expresión transitoria, para permitir la posterior purificación de ambas vac-TG2 y 

ER-TG2.  

En la sección 4 se evaluó si ELP(V8F)36 podía ser purificado por ciclos 

de transición térmica. La proteína RFP-ELP fue exitosamente purificada por 

ITC, y se mantuvo estable durante el proceso de purificación. La condición que 

produjo el mayor rendimiento de la proteína reportera, fue la inducción de la 

agregación a 40 ºC en presencia de NaCl 3 M, seguido de centrifugación y 

resuspensión de los agregados en agua desionizada a 4 ºC. Estos resultados 

son similares a los informados por Conley y col. (2009) para una molécula 

similar. Se corroboró también que a mayor temperatura no se producen 

mejoras en el rendimiento. El reemplazo de NaCl por (NH4)2SO4 tampoco logró 

introducir una mejora en los rendimientos, a diferencia de los resultados 

obtenidos por otros grupos (Fong y col. 2009, Duvenage y col. 2013, Liu y col. 

2014). Utilizando las condiciones de purificación de RFP-ELP, se logró purificar 

scFv-ELP exitosamente. Los rendimientos alcanzados con este sistema fueron 

de 225,3 ± 12,6 µg de RFP-ELP/g de hoja fresca para y 15,4 ± 4,3 µg de scFv-

ELP/g de hoja fresca, con alto grado de pureza. Alternativamente pueden 

purificarse en una única ronda de ITC obteniendo mayores rendimientos pero 

con menor pureza. De esta manera, el sistema puede ajustarse a las 

necesidades de rendimientos y grado de pureza requeridos según la aplicación 

que tendrá la proteína recombinante. Si se prioriza la pureza se utilizarán dos o 

más rondas de purificación, y en el caso que se requiera alto rendimiento con 

bajo requerimiento en pureza puede utilizarse una única ronda de purificación. 

Nuestros resultados fueron comparables con los obtenidos por otros 

investigadores que muestran una gran variedad de rendimientos según la 

proteína expresada, como se muestra en la Tabla 5 de la sección de 

resultados. Por último, se corroboró que el rendimiento de la purificación de 

scFv-ELP por ITC se encontraba limitado por la baja concentración de ELP, ya 
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que el incremento de la misma por adición de RFP-ELP logró aumentar 

aproximadamente 4,4 veces la eficiencia del proceso. Este resultado muestra 

que, tal como se describe en algunos trabajos (Ge y Filipe 2006, Floss y col. 

2010), para los casos en los que los niveles de expresión no son tan elevados, 

como el caso de scFv-ELP, la adición de ELP exógeno logra incrementar 

significativamente el rendimiento de la purificación. Este concepto constituye un 

método eficiente, específico y totalmente reversible para aplicar en la 

purificación por ITC de proteínas recombinantes fusionadas a ELP.  

En la quinta sección se demostró que la molécula scFv-ELP producida 

en N. benthamiana fue capaz de purificar TG2 de células Caco-2 y plantas con 

rendimientos del 80,2% y 56,7% respectivamente. Las diferencias en la 

eficiencia se deben a las bajas concentraciones de TG2 en plantas, sin 

embargo es de destacar que funcionó cuando algunos rellenos cromatográficos 

disponibles comercialmente para purificar por afinidad por unión a níquel, no lo 

hicieron. Este resultado es muy importante, pues existe una gran necesidad de 

métodos eficaces, simples y económicos de purificación de proteínas como es 

la precipitación selectiva comparada con una cromatografía de afinidad. El 

reactivo generado es estable, lo que elimina los problemas que genera el 

desprendimiento de anticuerpos inmovilizados en columnas de afinidad. 

Aunque para producir una molécula como ésta es necesario acceder a los 

genes codificantes para el anticuerpo, en la actualidad varias empresas ofrecen 

el servicio de clonado molecular y secuenciación de anticuerpos a partir de 

hibridomas. Esto facilitaría el diseño de moléculas que se adapten a distintos 

antígenos. Otro hecho que destaca este resultado es que para productos 

farmacéuticos los organismos regulatorios cuestionan la presencia de tags por 

su potencial inmunogenicidad (Fischer y col. 2012). También se cuestiona que 

la estructura de la proteína de interés, puede verse modificada por la fusión a 

un tag incluso removiéndolos en un paso posterior (Li 2011). Por otro lado, el 

mayor costo en la producción de una proteína recombinante se encuentra en el 

proceso downstream, es por ello que resulta un factor clave a mejorar para que 

las plataformas de producción de proteínas en plantas sean más competitivas 

(Lojewska y col. 2016). Teniendo en cuenta estos dos aspectos, la ventaja de 

no utilizar tag de fusión para producir la proteína de interés y la necesidad de 

disminuir los costos de purificación, resulta de interés generar nuevas 
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estrategias que permitan el aprovechamiento de las nuevas tecnologías, sin 

afectar las características de la proteína recombinante. Es por ello que en este 

trabajo desarrollamos un sistema alternativo de purificación de proteínas sin 

fusionar a un tag y sin afectar la estructura ni propiedades de la proteína de 

interés. Nuestros resultados mostraron que la molécula de captura scFv-ELP 

no solo fue capaz de reconocer su molécula antígeno, sino que además logró 

capturarla en solución sin ninguna etapa previa de purificación o concentración, 

para luego copurificarla por ITC. Esta molécula que presenta bajos costos de 

producción permitió desarrollar un sistema de purificación que resulta más 

específico y económico que una cromatografía de afinidad. Otros trabajos han 

logrado producir en plantas anticuerpos simple cadena fusionados a ELP en 

buenos niveles de producción (Conley y col. 2009) y en algún caso se ha 

demostrado su funcionalidad para unir antígeno (Joensuu y col. 2009). Sin 

embargo, no hay trabajos que muestren su aplicación para desarrollar un 

sistema de purificación que funciona bien empleando sistemas de expresión 

temporal y que se puede aplicar a la purificación de antígenos sin fusionar a tag 

aunque se expresen en muy bajos niveles, como es el caso de TG2. 

En la sexta sección de resultados se evaluó la utilidad de TG2 humana 

producida en N. benthamiana como antígeno para el desarrollo de un test 

diagnóstico de enfermedad celíaca (EC). Dicha enfermedad tiene alta 

prevalencia en todo el mundo y se encuentra ampliamente subdiagnosticada 

(Garnier-Lengliné y col. 2015), ya que sólo 1 de cada 7 pacientes está 

diagnosticado (Rubio–Tapia y col. 2009). En Argentina, la prevalencia es tan 

alta como en Europa Central (Gomez y col. 2001). No se han desarrollado 

pruebas de detección masiva, ya que los métodos de diagnóstico disponibles 

basados en la detección de auto-anticuerpos que reconocen TG2 son caros 

($127 el servicio por paciente, MANLAB®). Para desarrollar un test de alta 

sensibilidad y especificidad se requiere una fuente de TG2 recombinante 

humana debido a que presenta un reconocimiento superior a la TG2 de 

cobayos (Sárdy y col. 1999, Rostom y col. 2006). La TG2 humana producida en 

E. coli o células de insecto se vende en 1100 y 1155 euros/mg, 

respectivamente (http://zedira.com/Transglutaminases/Transglutaminase-2_3). 

Una de las ventajas del sistema de expresión en planta es el bajo costo de 

producción en comparación con otras plataformas de expresión, que ronda los 
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7-9 dólares por Kg. de proteína recombinante, dependiendo de la escala 

utilizada sin incluir la purificación (Tusé y col. 2015). Teniendo en cuenta los 

rendimientos de ER-TG2 de 54,5 mg/kg y considerando un costo similar al 

mencionado, la producción de TG2 por expresión transitoria en tabaco sería 

considerablemente más económica y permitiría que este antígeno sea más 

accesible para el desarrollo de pruebas de detección masiva. Cabe destacar 

que en este trabajo hemos demostrado que tanto ER-TG2 como vac-TG2 

fueron reconocidos por los tres anticuerpos monoclonales anti-TG2 y las IgA 

provenientes de sangre periférica de pacientes enfermos, por lo tanto, ambos 

antígenos son útiles para el diagnóstico de EC. 
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En este trabajo se desarrolló un sistema para producir y purificar TG2 de 

plantas. Como primera estrategia se utilizó el direccionamiento subcelular 

obteniéndose que las versiones reticular y vacuolar producen mayores 

rendimientos que las citosólica y secretoria. La segunda estrategia consistió en 

coexpresar TG2 con ELP o scFv-ELP, obteniéndose mayores niveles de 

acumulación en presencia de estas moléculas que en su ausencia. En estas 

condiciones se observó la formación de cuerpos proteicos en el ER.  

Para facilitar la purificación de TG2 se diseñó una molécula de captura 

para realizar una precipitación selectiva. Esta molécula, formada por un 

anticuerpo simple cadena específico de TG2 fusionado covalentemente a un 

ELP corto (36 repeticiones) e hidrofóbico, fue producida de manera intacta y 

eficientemente en hojas de N. benthamiana. Se demostró su capacidad de 

sufrir transiciones térmicas y ser purificada por ciclos de transición inversa. 

Aunque los niveles de recuperación inicialmente fueron bajos (19%), el 

agregado de ELP externo permitió alcanzar niveles satisfactorios (83%). 

Finalmente se probó la capacidad de esta molécula para reconocer y purificar 

TG2 de plantas o de células Caco-2. La TG2 de células Caco-2 no tiene una 

tag de purificación, lo cual implica que el reactivo de captura podría utilizarse 

para otras fuentes de TG2 sin tag, ya sean recombinantes o nativas. De esta 

manera se desarrolló un sistema de purificación por precipitación selectiva 

eficiente aun en condiciones en que la proteína de interés se encuentra en 

bajas concentraciones.  

Finalmente, se demostró que las versiones reticular y vacuolar de TG2 

producidas en plantas son reconocidas por sueros de pacientes celiacos pero 

no por sueros de controles sanos, demostrándose de esta manera la utilidad de 

la plataforma desarrollada. 
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1. Materiales 

 

1.1 Material biológico 

1.1.1 Cepas bacterianas 

-Escherichia coli  

DH5α: F—endA1 glnV44 thi-1 recA1 relA1 gyrA96 deoR nupG 

Φ80dlacZΔM15 Δ(lacZYA-argF)U169, hsdR17(rK- mK+), λ–. Utilizada en 

clonados convencionales.  

TOP10 (OneShot® TOP10, Invitrogen Argentina, SA): F- mcrA Δ(mrr-

hsdRMS-mcrBC) φ80lacZΔM15 ΔlacX74 nupG recA1 araD139 Δ(ara-leu)7697 

galE15 galK16 rpsL(StrR) endA1 λ-. Utilizada en clonados que requieren alta 

eficiencia de transformación.  

DB3.1: F- gyrA462 endA1 glnV44 Δ(sr1-recA) mcrB mrr hsdS20(rB-, mB-

) ara14 galK2 lacY1 proA2 rpsL20(Smr) xyl5 Δleu mtl1. Utilizada para amplificar 

los vectores Gateway que contienen el gen tóxico ccdB. 

XL1-Blue: recA1 endA1 gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relA1 lac [F´ 

proAB lacIqZΔM15 Tn10 (Tetr)]. Utilizada en clonados convencionales. 

 

-Agrobacterium tumefaciens  

GV3101: porta el plásmido pMP90, que posee el gen de resistencia a 

gentamicina y lleva los genes necesarios para la transferencia del T-DNA.  

 

1.1.2 Células humanas 

Se utilizó un cultivo de células de adenocarcinoma de colon humano 

(Caco-2) como fuente de TG2 utilizado como control y para el experimento de 

captura por scFv-ELP. 

 

1.1.3 Plantas 

Nicotiana benthamiana jóvenes (4-5 semanas), crecidas en cámara de 

22°C con fotoperiodo 16:8 hs. (luz:oscuridad). Las mismas se cultivaron con 

sustrato profesional multipropósito GrowMix (Terrafertil S.A., Argentina). Se 

utilizó además el fertilizante de uso foliar y fertirriego Sampi (importado por S. 

Ando y Cía. S.A., Argentina -orígen:Japón).  
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1.2 Medios y soluciones  

1.2.1 Medios de cultivos para bacterias 

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

0,09 M. Para obtener medios de cultivo sólidos se adicionó 18 g/L de agar-

agar. 

-Medio S.O.C: Triptona 20g/l, Extracto de levadura 10g/l, NaCl 10mM, KCl 

2.5mM, MgCl2 10mM, MgSO4 10mM, Glucosa 20mM. 

-Medio YEB: Triptona 10 g/L; Extracto de levadura 5g/L; Extracto de carne 

5g/L; NaCl 0,09 M; Glucosa 5,5.10-3M. Para obtener medios de cultivo sólidos 

se adicionó 18 g/L de agar-agar. 

-Medio de infiltración (MI): MgCl2 10mM, 10 mM ácido morfolinoetansulfónico 

(MES) pH 5.7.  

 

1.2.2 Soluciones 

-PBS: 10mM Na3PO4, 150 mM NaCl, 2.7mM KCl, pH=7.4. 

-TAE 50X: 2 M Tris, 50 mM EDTA, pH 8.0. 

-TBS 10X: 1,50 M NaCl, 100 mM Tris, pH8.0. 

-Buffer de Separación 4X: 1.5 M Tris-HCl, 0.4% p/v SDS, pH 8.8. 

-Buffer de Stacking 4X: 0.5 M Tris-HCl, 0.4% p/v SDS, pH 6.8. 

-Buffer muestra para proteínas 4X: 1 M Tris-HCl, 2% p/v SDS, 50% v/v glicerol, 

0,2% Azul de Bromofenol, pH 8. 

-Buffer de siembra para DNA 4X: 20 mM Tris, 50 % v/v glicerol, 1 % p/v Azul de 

Bromofenol, 2 mM EDTA pH 8,0. 

-Buffer de corrida 10X: 0,25 M Tris, 1,92 M glicina, 1% SDS, pH8.3. 

-Buffer de transferencia 10X: 0,25 M Tris, 1,92 M glicina, pH8.3 (al 1X se le 

adiciona 20% metanol). 

-Buffer de stripping: 2% SDS, 62,5 mM Tris-HCl, 100 mM β_mercaptoetanol.  

-Buffer de extracción: 20 mM Na2HPO4, 500 mM NaCl, 10mM EDTA, 10 mM 

PMSF, pH 6 para fusiones a ELP y pH 7.4 para TG2.  

-Buffer de elución: 20 mM Na2HPO4, pH 4.5. 

-Acrilamida-Bis acrilamida 30,8% p/v: 30% p/v acrilamida, 0.8% p/v 

bisacrilamida. 

-Acetosiringona (4′-Hydroxy-3′,5′-dimethoxyacetophenone) (Sigma-Aldrich, 

Catalog. # D134406) solución stock 500X: 100 mM en etanol. 
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1.2.3 Soluciones de antibióticos  

Para la selección de bacterias las soluciones stock se prepararon con 

agua estéril a una concentración 1000 veces superior a la de trabajo (1000x). 

Las concentraciones de las soluciones stock fueron Kanamicina (Sigma Aldrich, 

Catalog. # K4378), y Gentamicina (Sigma Aldrich, Catalog. # G6896).  

 

1.3 Reactivos 

Las drogas y enzimas empleadas en los experimentos de Ingeniería 

genética fueron de grado Biología Molecular de: 

-Sigma-Aldrich (St. Louis, EE.UU.) 

-Promega (Madison, EE.UU.) 

-New England Biolabs, NEB (Beverly, EE.UU.) 

-Life technology (EE.UU) 

-PIERCE (Pierce Rockford, Illinois EEUU) Biotechnology. 

-Roche (Basilea, Suiza) 

-BioAmerica Inc. (Miami, FL, USA)  

 

1.4 Vectores plasmídicos y secuencias sintéticas  

1.4.1 Plásmidos comerciales 

-pENTRTM/D-TOPO® TA (Life Technologies Invitrogen, Catalog # 

K240020). Este vector pertenece al sistema de clonado TOPO y permite el 

clonado direccional y eficiente de productos de PCR con extremos romos. Es 

utilizado como vector de clonado para producir “clones de entrada” para la 

reacción Gateway. 

-pCR
TM8/GW/TOPO® TA (Life Technologies- Invitrogen, Catalog # 

K252020). Este vector pertenece al sistema de clonado TOPO y produce un 

clonado no direccional y eficiente de productos de PCR con extremos con una 

adenosina protruyente. Se utilizó como vector de clonado para producir “clones 

de entrada” para la reacción Gateway. 

 

1.4.2 Plásmidos construidos en nuestro laboratorio 

El vector pMonAmh, que posee resistencia a ampicilina, fue utilizado 

para la construcción del marcador de peso molecular mediante la digestión con 

HindIII (Invitrogen Argentina, SA). 
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Plásmidos utilizados para agroinfiltración o de partida para clonados: 

 

-pRTL-vac-TG2 

-pBLTi-ER-TG2 

-pBLTi-sec-TG2 

-pBLTi-cyto-TG2 

-pCR8-scFv 

-pCR8-scFv2 

-pCR8-scFv3 

-pCR8-scFv3-ELP 

-pCR8-RFP-scFv 

-pGWB2-scFv 

-pGWB2-scFv2 

-pGWB2-scFv3 

-pGWB2-scFv3-ELP 

-pGWB2-RFP-scFv 

 

 

1.4.3 Plásmidos cedidos por otros laboratorios 

-pGWB2 (Nakagawa y col. 2007)  

-pEAQ-HT-DEST1 (Sainsbury y col. 2009) 

-pET28-htTG (Bayardo y col. 2012) 

-pBIN61-p19 (Voinnet y col. 2003)  

-pBIN20-ER-Cherry (Nelson y col. 2007) 

 

1.4.4 Secuencia sintética de ELP 

El gen codificante para el ELP que contiene 36 repeticiones del 

pentapéptido VPGXG donde el residuo X fueron V y F en relación 8:1 se 

compró sintético a la empresa GenScript Corp (Hong Kong, China). La 

secuencia codificante para ELP(V8F) fue optimizada de acuerdo al uso de 

codones para Nicotiana benthamiana empleando un algoritmo propio 

(http://www.kazusa.or.jp/codon/cgi-bin/showcodon.cgi?species=4100), que 

además ajusta el contenido de GC al óptimo del sistema y que mejora la 

estabilidad del ARNm, remueve secuencias que forman lazos, y elementos cis 

como sitios potenciales de splicing, TATA box, sitios de entrada de ribosomas, 

etc. La construcción comprende además en el extremo 5´ la secuencia 

codificante para un péptido señal secretorio proveniente de inmunoglobulina G 

de ratón que funciona correctamente en plantas (Restrepo y col. 1990). En el 

extremo 3´ se encuentran fusionadas las secuencias codificantes para generar 

el tag de 6 histidinas y la señal de retención en retículo endoplásmico SEKDEL. 

El proveedor entrega la secuencia incorporada en el sitio de clonado múltiple 

http://www.kazusa.or.jp/codon/cgi-bin/showcodon.cgi?species=4100


Materiales y Métodos 87 

 

 

del plásmido pUC57. El clonado se realizó como se detalla en la sección 2.1 

del capítulo de Resultados.  

 

1.5 Primers  

Los primers específicos utilizados figuran en la Tabla M1. Los genes 

amplificados por PCR fueron: el gen codificante de la transglutaminasa tisular 

humana (TG2) (P1 y P2, 2,1 Kpb), la proteína fluorescente roja mCherry (P3 y 

P4, 0,8 Kpb) y ELP(V8F)36 (P5 y P6, 0,7 Kpb). 

 

Tabla M1. Primers utilizados. 

Primer 
Denominación 

original 
Secuencia (5´ a 3´) Blanco Observaciones 

P1 5PSTTG 
GTGGGTACCCAATGGCCGA
GGAGCTGGTC 

Extremo 5´ htTG 
Adiciona el 
péptido señal y 
el sitio KpnI 

P2 3tTG-gateway 
CTAGGCGGGGCCAATGATG
AC 

Inicio de la 
secuencia poli A 
del 35S 

Adiciona el sitio 
HindIII 

P3 
FCherry-Xho-
SP-TOPO 

CACCCTCGAGCCGACCTCG
ACCTAGAAAGAGAAGGAGGA
CAGTCCTTCGACGTCCATGG
TGAGCAAGGGCGAGGAG 

Extremo 5´ 
mCherry 

Adiciona el 
péptido señal y 
el sitio XhoI 

P4 
R-Cherry-Kpn-
Hind 

TATTAAGCTTGGTACCCAGG
TGGACCTGGAGGCCATGCC
GCCGGTGGAGTG 

Extremo 3´ 
mCherry 

Adiciona los 
sitios KpnI y 
HindIII 

P5 FSP-ELP 
ATGGGATGGTCTTGGATTTT
CC 

Inicio de la 
secuencia del 
péptido señal 

Adiciona el sitio 
BglI 

P6 RHis-SEKDEL 
TCATAACTCATCCTTTTCACT
G 

Secuencia de 
histidinas y señal 
SKDEL 

Adiciona el sitio 
PflMI 

 

1.6 Enzimas y kits enzimáticos 

Enzimas de restricción: KpnI1, HindIII1, MluI1, XhoI2, BglI3 y PflMI3. Las enzimas 

fueron comercialmente adquiridas junto con sus correspondientes buffers de 

reacción, a los proveedores siguientes, según se indica: 

1 Promega (Madison, Estados Unidos); 2 Invitrogen (California, Estados 

Unidos); 3 New England BioLabs (Massachusetts, Estados Unidos). 

Otras enzimas:  

-Taq DNA polimerasa (Productos BioLógicos, Bernal, Argentina). 

-Pfu DNA polimerasa (Invitrogen, California, Estados Unidos) 

-Ligasa de fago T4 (T4 Ligase; Promega Corp., Madison, EE.UU.). 



Materiales y Métodos 88 

 

 

 

Kits enzimáticos: 

-LR Clonase® Mix (Life Technologies–Invitrogen, California, Estados Unidos) 

utilizado para catalizar la reacción de recombinación Gateway.  

-Proteinasa K, provista junto con la anterior, para dar punto final a dicha 

recombinación. 

 

1.7 Herramientas bioinformáticas utilizadas para el análisis de las 

secuencias y diseño de los primers  

Las secuencias nucleotídicas codificantes de las proteínas a clonar, así 

como las secuencias aminoacídicas, fueron obtenidas de la base de datos de 

Pubmed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/). Se utilizó el software Primer 

Designer 5, versión 5.11 (Sci Ed Central) para el diseño y análisis de primers 

de amplificación. También se empleó Clone Manager 7, versión 7.11 (Sci Ed 

Central) para simular reacciones de PCR, que permitieron verificar la 

continuidad de los marcos de lectura de las construcciones durante la adición 

de sitios de restricción, y el clonado de las construcciones obtenidas en los 

vectores de clonación y expresión. Estos vectores fueron virtualmente digeridos 

con enzimas de restricción y de esta manera se establecieron los patrones de 

peso molecular esperados luego de las mismas.  

 

1.8 Anticuerpos 

Para la detección de TG2 se utilizaron los tres anticuerpos monoclonales 

específicos 2G3, 5G7 y 4E1 producidos por el Dr. Fernando Chirdo. Los 

anticuerpos monoclonales reconocen diferentes epitopes de TG2: 2G3 (aa 314-

329), 5G7 (aa 548-558) y 4E1 (aa 637-648) (Di Niro y col. 2005). Los sueros de 

pacientes fueron obtenidos de un banco de sueros previamente caracterizados 

[Instituto de Estudios Inmunológicos y Fisiopatológicos (IIFP)]. Los pacientes 

celiacos fueron diagnosticados en base al historial clínico, examen histológico y 

serología positiva. Los sueros negativos utilizados como control fueron 

tomados de voluntarios sanos no celiacos. Los anticuerpos primarios 

comerciales utilizados fueron anti-GFP de ratón (Sigma-Aldrich, product # 

G1546), anti-RFP de conejo (Thermo Scientific Pierce, product # R10367) y 

anti-Histidinas de ratón (GE Healthcare, coding # 27-4710-01). Los anticuerpos 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/
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secundarios fueron anti-mouse IgG (H+L) de cabra conjugado con biotina 

(Thermo Scientific Pierce, product # 31802), anti-rabbit IgG (H+L) de cabra 

conjugado con biotina (Thermo Scientific Pierce, product # 31820), 

estreptavidin conjugada con HRP (Thermo Scientific Pierce product # 21130) y 

anti-human IgA de ratón conjugado con HRP (Thermo Scientific Pierce product 

# SA135467). 

 

 

 

2. Metodologías  

 

2.1 Minipreparación de DNA plasmídico 

La purificación de DNA plasmídico se realiza mediante el método de lisis 

alcalina utilizando el kit comercial HiYield™Plasmid Mini Kit YPD100 

(BioAmerica Inc), según el protocolo recomendado por el fabricante.  

 

2.2 Digestiones enzimáticas  

Para MluI, la reacción se produjo utilizando 5 U de la enzima en el buffer 

recomendado por el fabricante y 10 μl de la preparación del plásmido, en un 

volumen final de 30 μl con agua bidestilada estéril. Para las demás enzimas las 

reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 20 μl, utilizando 10 U de 

cada enzima en el buffer recomendado por el fabricante y 5 μl de la 

preparación de plásmido. Las mezclas de reacción fueron incubadas a 37 ºC 

de 1 a 3 horas, según el caso. 

 

2.3 Electroforesis de DNA en geles de agarosa  

Las muestras de DNA, tanto plasmídico como productos de digestión 

enzimática y fragmentos de amplificación de PCR, fueron analizadas en geles 

de agarosa 0,8 % p/v. La agarosa se disolvió en buffer TAE y luego se adicionó 

bromuro de etidio (BrEt) que permite la visualización de las bandas en la luz 

ultravioleta. Las muestras se mezclaron con 1/4 volumen de buffer 4X de 

siembra para DNA previo al sembrado de las mismas. Las electroforesis fueron 

llevadas a cabo en buffer TAE 1X a voltaje constante (90V). Para visualizar y 
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registrar las corridas electroforéticas se utilizó un transiluminador de UV (UVP) 

y los geles fueron digitalizados con la cámara Cámara Kodak Z 712 IS (7.1 

Megapixels) con un Filtro Naranja para Bromuro de Etidio. 

 

2.4 Purificación de DNA a partir de gel de agarosa utilizando un kit 

comercial  

La purificación de los fragmentos de DNA provenientes de digestiones 

enzimáticas y productos de amplificación de PCR, fue llevada a cabo con el kit 

de purificación HiYield™Gel/PCR Fragments Extraction Kit YDF 100 

(BioAmerica Inc) según el protocolo recomendado por el fabricante. Se cortan 

las bandas del gel de agarosa que contienen los fragmentos de DNA de interés 

y se colocan en un tubo de 1,5 ml. Posteriormente se adicionan 0,5 ml de buffer 

de dilución (DF buffer) y se incuban a 55 ºC durante 10 minutos, luego se dejan 

enfriar hasta alcanzar la temperatura ambiente. Las muestras se transfieren a 

las columnas de purificación (DF Column) donde son sometidas a varios pasos 

de lavado y finalmente el DNA es eluído de la columna con agua bidestilada 

estéril, recuperándolo en un tubo de 1,5 ml estéril. Las muestras de DNA 

purificadas fueron almacenadas a -20 ºC.  

 

2.5 Reacciones de PCR 

Se utilizaron las DNA polimerasas termoestables Taq y Pfu, la 

composición de la mezclas de reacción para cada una de ellas se presenta en 

la Tabla M2. La reacciones de PCR que se realizaron para poner a punto las 

condiciones de amplificación o para el screening de los posibles clones, fueron 

llevadas a cabo en un volumen final de 15 μl utilizando la DNA polimerasa Taq. 

En el caso de los PCR preparativos se utilizó un volumen final de 50 μl y la 

DNA polimerasa Pfu. Todo el proceso previo a la amplificación se realiza en 

hielo. 

El programa de amplificación utilizado para cada enzima se encuentra 

detallado en la Tabla M3. Todas las reacciones de PCR se llevaron a cabo en 

un ciclador térmico Gradient MyCycler™ (Bio-Rad). 
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Tabla M2. Mezclas de PCR utilizadas 

Pfu DNA polimerasa Taq DNA polimerasa 

Componente 
Concentración 

final 
Componente 

Concentración 
final 

Primer reverso 0,3 μM Primer reverso 0,3 μM 

Primer directo 0,3 μM Primer directo 0,3 μM 

Buffer Pfu 10X 1X Buffer taq 10X 1X 

MgCl₂ 2 mM MgCl₂ 2 mM 

dNTPs 0,4 mM dNTPs 0,4 mM 

Enzima 2-5 U Enzima 2-5 U 

 

 

Tabla M3. Programas de amplificación utilizados en las reacciones de PCR.  

 
Etapa 

Temperatura (°C) Tiempo (minutos) 

TG2 ELP RFP TG2 ELP RFP 

I)Desnaturalización inicial 94 94 94 94  94  94  

II) Apareamiento de primers 60 57 55 0,5 0,5 0,5 

III) Amplificación 72/68* 72 72/68* 2 1 1 

IV) Desnaturalización 94 94  94  0,5   0,5  0,5 

V) Extensión final 72/68* 72 72/68* 10 10 10 
Las etapas II, III y IV se repiten en ese orden por 30 ciclos.  

* Se utilizó 72 °C para Taq y 68°C para Pfu 

 

2.6 Clonado en el vector pENTR™/D-TOPO ®  

El clonado de fragmentos de TG2 o RFP, amplificados por PCR con 

ADN-Pfu polimerasa, se realizó mediante la reacción TOPO a cargo de la 

enzima TOPO isomerasa, que se encuentra conjugada al vector pENTR™/D-

TOPO. Este proceso no requiere un paso de ligación. Para llevarla a cabo se 

incubo a temperatura ambiente 2 μl del fragmento amplificado con 0,5 μl del 

vector pENTR/D-TOPO y 0,5 μl de solución salina durante 2 hs. El volumen 

total de la mezcla se utilizó para transformar células competentes químicas de 

E. coli DH5-α mediante shock térmico. Las células transformadas se incubaron 

en medio agar LB a 37 ºC durante 24 hs, la selección se realizó a través de la 

resistencia a kanamicina proporcionada por el plásmido.  

 

2.7 Clonado en el vector pCR8/GW/TOPO ®  

Para los clonados de ELP y RFP se amplificaron por PCR con Taq sus 

secuencias codificantes y llevo a cabo la reacción TOPO con el vector 
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pCR8/GW/TOPO. La mezcla de reacción consistió de 0,5 µL de solución salina, 

0,5 µL de vector pCR8/GW/TOPO (10 ng/µl) y 2 µL de producto de PCR, 

previamente purificado a partir de un gel de electroforesis de agarosa. La 

mezcla se incubó 2 hs a temperatura ambiente. El volumen total de la mezcla 

se utilizó para transformar células competentes químicas de E. coli DH5-α 

mediante shock térmico. Las células transformadas se incubaron en medio 

agar LB a 37 ºC durante 24 hs, con espectinomicina como factor de selección. 

Se seleccionaron los clones que tenían la orientación correcta mediante una 

PCR de colonias utilizando el primer FwM13 (contemplado en el kit de clonado) 

que une en el vector y el primer reverso de cada construcción. Los plásmidos 

que amplificaron un fragmento del tamaño esperado se consideraron positivos.  

 

2.8 Recombinación sitio específica mediante el sistema Gateway (LR 

clonasa)  

La recombinación sitio específica se realizó entre el inserto de interés y 

el vector pGWB2. Se incubó a temperatura ambiente durante toda la noche 2 μl 

de cada componente de DNA y 0,5 μl de la enzima LR clonasa. Luego se 

adicionaron 0,5 μl de proteinasa K para producir inactivación de la enzima 

incubando 10 min a 37 ºC. Con la mezcla obtenida se transformaron 7 μl de 

células competentes One Shot® Chemically Competent E. coli TOP10 

(Invitrogen). Las transformantes fueron seleccionadas mediante incubación en 

medio de cultivo agar LB con Kanamicina, este antibiótico corresponde a la 

resistencia codificada en el vector pGWB2. 

 

2.9 Transformación química de células competentes de E. coli DH5-α y 

TOP10 

El stock de células competentes se encuentra conservado a -80 ºC. De 

allí es retirado 10 minutos antes de llevar a cabo la transformación y se coloca 

inmediatamente en hielo, donde las células se descongelan. A continuación se 

adiciona la cantidad adecuada de plásmido según el caso, y se incuba en hielo 

durante 30 min. Posteriormente, se procede a realizar el shock térmico 

colocando la preparación en un bloque térmico, previamente ajustado a 42 ºC, 

durante 30 segundos e inmediatamente volver a colocar en hielo durante 2 

minutos. Se adiciona 1ml de medio de cultivo S.O.C. (precalentado a 37 ºC) y 
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se incuba 1h a 37 ºC con una agitación de 200 rpm en agitador (LabLine). El 

cultivo se concentra y se siembra, en mechero o flujo laminar, con varilla de 

vidrio, en placas con agar LB con el antibiótico de selección. Como control se 

lleva a cabo el mismo procedimiento sin adicionar plásmido a las células, la 

aparición de colonias indicaría algún tipo de contaminación o problemas con la 

selección. 

 

2.10 Transformación eléctrica de células competentes de E. coli DH5-α y 

Agrobacterium tumefaciens GV3101  

El stock de células electrocompetentes se encuentra conservado a -80 

ºC. Tanto las células como las cubetas estériles de 2 mm (Bio-Rad) se colocan 

en hielo 10 minutos antes de realizar la transformación. Una vez 

descongeladas, se ponen en contacto 100 μl de células con 0,5-5 μl de la 

preparación de plásmido (necesariamente libre de electrolitos), se coloca 

inmediatamente en la cubeta y se incuba 1 minuto en hielo. A continuación, se 

coloca la cubeta en el electroporador (Bio-Rad Gene Pulser II) y se procede a 

electroporar bajo las siguientes condiciones:  

Capacitancia: 25 μF  

Voltaje: 2.5 KV  

Resistencia: 200 Ω  

Inmediatamente después de electroporar se adiciona a la cubeta 1 ml de 

medio S.O.C. (pre-calentado a 37 ºC). La mezcla se transfiere a un tubo estéril 

y se incuba en distintas condiciones según la bacteria transformada. Para E. 

coli la incubación es de 1 hora a 37 °C, mientras que si se trata de 

A.tumefaciens se incuba toda la noche en agitación (200 rpm) a 28 ºC. 

Posteriormente, se concentra por centrifugación el cultivo y se siembra con 

varilla de vidrio en placas LB con el antibiótico de selección adecuado, siempre 

en esterilidad. Como control se lleva a cabo el mismo procedimiento pero esta 

vez no se adiciona plásmido a las células, la aparición de colonias indicaría 

algún tipo de contaminación o selección deficiente. 

 

2.11 PCR de colonias  

Se utilizó este método para realizar un rápido screening de los clones 

obtenidos. Se prepara una premezcla de PCR (todos los componentes excepto 
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el molde de DNA) que contemple el volumen necesario para las colonias que 

de deseen evaluar y los controles apropiados. Se procede a alicuotar la mezcla 

en los tubos de PCR (se trabaja en hielo), y a continuación con una punta de 

micropipeta se toma una fracción de una de las colonias a analizar y se 

introduce en el tubo de PCR a modo de molde de DNA. Inmediatamente 

después se utiliza el mismo tip para sembrar una placa de medio LB con el 

antibiótico de selección. Los tubos se colocan en el termociclador y se procede 

con la reacción de la misma forma que realizaron otras reacciones de PCR. 

 

2.12 Agroinfiltración de plantas N. benthamiana  

Los ensayos de agroinfiltración se efectuaron de acuerdo al método 

descripto por Batoko y col., (2000). Para ello se cultiva un clon de A. 

tumefaciens, conteniendo el plásmido binario correspondiente, en medio YEB 

líquido con los antibióticos adecuados a 28 °C durante toda la noche, en 

oscuridad y agitación (200 rpm). Se procede a diluir el cultivo, trabajando 

siempre en esterilidad, hasta obtener una DO600 de entre 0,1 y 0,5 dependiendo 

del experimento y se lo induce por el agregado de acetosiringona 

(concentración final 200 mM). Durante 2-4 hs el cultivo se incuba a 28°C. A 

continuación se centrifuga el cultivo en tubos de 1,5 ml y se resuspenden las 

células en MI manteniendo el volumen original. Se utilizaron las hojas 3, 4 y 5 

de la planta contando desde el brote hacia la base. Se infiltró la superficie 

abaxial de las hojas de N. benthamiana haciendo presión con una jeringa de 1 

ml sin aguja cargada con la suspensión de bacterias. Las plantas se mantienen 

en cámara de cultivo con un fotoperiodo de 16 horas de luz, a 22 °C.  

 

2.13 Extracción de proteínas en hojas de plantas 

La toma de muestra a pequeña escala se realizó colectando 2 discos de 

hoja de 5 plantas diferentes agroinfiltradas con la construcción de interés, 

obteniendo así 10 discos para cada muestra. Cada experimento se realizó por 

triplicado. Para infiltraciones a gran escala se tomaron las hojas completas. 

La extracción de las proteínas solubles de N. benthamiana se realizó a 

partir de muestras conservadas a -80°C. Para la extracción a partir de discos 

de hoja, se enfría el tubo 1,5 ml conteniendo los mismos en nitrógeno líquido y 

se muelen con émbolo una punta de teflón. Para el caso de extracciones a 
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partir de hojas completas, se pesan inicialmente en balanza analítica y se 

procede a molerlas en mortero con nitrógeno líquido. A continuación se 

adiciona un volumen de buffer de extracción igual a la cantidad de hojas 

procesadas (o 10 μl por disco) y 25 μg de PVPP (polivinil polipirrolidona) por 

cada gramo de muestra. Luego se extrae en agitación durante 15 minutos a 

4°C y para el caso de extracciones de mayor escala se filtra el extracto en 

membrana Miracloth. La solución obtenida se centrifuga a 4 ºC a 20000 xg 

durante 15 minutos para baja escala y a 30000 xg durante 30 minutos para 

volúmenes mayores a 10 ml. Para el caso particular de extractos que 

posteriormente serán tratados por ITC se lleva a cabo la centrifugación a 60000 

xg a 4 °C durante 45 minutos para eliminar completamente los fragmentos 

celulares que se insolubilizarían por el agregado de sales posterior. Se toma el 

sobrenadante y el extracto se procesa o se adiciona glicerol y se conserva a  -

80 °C. 

Para realizar una extracción total se colocan los discos de hojas 

transformadas congeladas en tubo de 1,5 ml y se muele con un émbolo 

adecuado. Se adiciona 10 μl de buffer muestra por cada disco y se incuba a 

95 °C durante 5 minutos, para desnaturalizar proteasas y evitar que se degrade 

la proteína de interés. 

 

2.14 Cuantificación de proteínas  

Para los extractos realizados en condiciones no desnaturalizantes y las 

proteínas purificadas por ITC se cuantificaron las proteínas solubles con el kit 

de determinación de proteínas por Ácido Bicinconínico (Sigma-Aldrich, Product 

# BCA-1), según las instrucciones del mismo. Se utilizó albúmina de suero 

bovino como estándar. 

La concentración de TG2 purificada se midió utilizando un 

espectrofotómetro NanoDrop 2000 UV/Visible (Thermo Scientific, USA). Para 

determinar la concentración de TG2 en los extractos se realizó una curva de 

calibración a partir de una muestra de TG2 purificada cuantificada previamente 

por el método de Bradford. Para ello se sembraron en el gel diferentes 

cantidades de TG2 purificada junto con 20 μg de TSP de cada extracto a 

cuantificar. Luego se transfirió a una membrana de nitrocelulosa y se realizó el 
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inmunoblot como se detalló anteriormente. La señal obtenida para los extractos 

se transformó a μg de TG2 según la curva de calibración obtenida.  

 

2.15 SDS-PAGE 

Electroforesis de proteínas en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de 

sodio (SDS-PAGE) se efectuó utilizando el equipo Mini-PROTEAN II 

Electrophoresis Cell (BioRad), siguiendo las instrucciones del fabricante. Para 

la preparación del gel de poliacrilamida se siguió el protocolo descripto a 

continuación. Se prepara el gel de separación según la composición indicada 

en la Tabla M4, se agregó el TEMED y el persulfato al momento de armar el 

gel, se mezcla suavemente para evitar la incorporación de aire y se coloca 

entre los vidrios con la ayuda de una pipeta automática. Una vez cargado ¾ de 

volumen se agrega etanol 70 % p/v sobre el mismo para evitar que el oxígeno 

del aire inhiba la polimerización de la superficie. Se espera aproximadamente 

30 minutos que polimerice. Posteriormente se retira el etanol y se prepara el 

gel de apilamiento, se coloca entre los vidrios y se ubica el peine para formar 

las calles. Se deja gelificar 30 minutos a temperatura ambiente o bien en estufa 

a 37 °C. 

Los geles de poliacrilamida se tiñeron con una solución de azul de 

Coomassie 0,05 % (Coomassie Brillant Blue R 250 0,05 %, metanol 50 %, 

ácido acético 10 %) por 1 o 2 h con agitación suave. Se retiró la solución de 

tinción y se retiró el exceso de colorante, mediante incubación en solución 

decolorante (metanol 50 %, ácido acético 10 %). El gel se decoloró realizando 

varios cambios de la solución de lavado, hasta que las bandas proteicas se 

visualizaron con nitidez. 
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Tabla M4: Composición de los geles 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.16 Inmunoblot 

-Transferencia: Luego de efectuada la electroforesis, los geles de 

poliacrilamida fueron equilibrados durante 5 minutos en buffer de transferencia 

junto con la membrana de nitrocelulosa y los papeles de filtro (Schleicher & 

Schuell Bioscience, Keene, NH). Se montó el cassette del equipo 

electrotransferencia Fastblot B44 (Biometra) colocando el gel y la membrana de 

nitrocelulosa entre papeles de filtro, asegurando que no queden burbujas de 

aire entre las capas. Se monta el equipo y se aplica una corriente de 5mA por 

cm2 durante 45 minutos.  

-Confirmación de la transferencia-Tinción con Rojo Ponceau (RP, 

Sigma-Aldrich): Luego de la transferencia las membranas de nitrocelulosa se 

incubaron con una solución de colorante RP (0,5%p/v de colorante RP en ácido 

acético 1% v/v) por 5 minutos, luego se lavaron con H2O bidestilada estéril 

hasta decolorar el fondo. 

-Revelado: Se ensayaron varias condiciones, aquí se detalla únicamente 

la que tuvo éxito. Las membranas se incubaron 1 hora a 37 ºC en solución de 

bloqueo 5 % de leche descremada en PBS. Luego se lavaron 6 veces durante 

5 minutos con el buffer PBS durante y se incubaron con el anticuerpo primario 

elegido durante 12 hs. a 4 °C. Según la proteína a detectar se utilizó como 

anticuerpo primario ascitis conteniendo el anticuerpo monoclonal 2G3 anti-TG2 

de ratón (dilución 1:500), el anti-Histidinas de ratón (dilución 1:1000), anti-GFP 

de ratón (dilución 1:1000) o anti-RFP de conejo (dilución 1:1000). A 

continuación de lava la membrana de la misma manera que antes y se incuba 

Componente 
Concentración del gel 

5 % 12,50 % 

Acril/Bis 30,8 % 1.6 4.1 

Tris 1 M pH=8,8 1.25 3.1 

SDS 20% 0.05 0.05 

H2O 7.05 1.7 

Persulfato 10% 0.05 0.05 

Glicerol  1 1 

TEMED 0.006 0.006 

Vol final 10 1 
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con el anticuerpo secundario anti-ratón conjugado con biotina (dilución 

1:20000) o anti-conejo conjugado con biotina (dilución 1:20000). Luego de 1 

hora de incubación a 37 ºC, se descartó la dilución del segundo anticuerpo y se 

lavaron las membranas con PBS 6 veces durante 5 minutos cada vez. A 

continuación se incuba con estraptavidina conjugado con peroxidasa (dilución 

1:20000) durante 30 minutos a 37 °C. Luego se lava la membrana de la misma 

manera que los pasos previos. La señal inmunoreactiva fue detectada 

utilizando como sustrato la mezcla de solución A (luminol 0,044 gr/ml -Sigma, 

número de catálogo A8511- en DMSO, 50 µl; ácido p-cumárico 0,015 gr/ml en 

buffer separador diluido 1:10) con igual volumen de solución B (H2O2 0,03% en 

buffer separador diluido 1:10). 

 

2.17 Stripping 

Para reutilizar las membranas de nitrocelulosa, y así poder revelarlas 

con otro anticuerpo de interés, se procedió a eliminar los anticuerpos unidos 

mediante una incubación en buffer de stripping a 55 ºC durante 30 minutos. 

Luego se lavó tres veces con agua destilada durante 5 minutos. A continuación, se 

bloqueó la membrana nuevamente con PBS con 5% p/v de leche en polvo 

descremada y se desarrolló el inmunoblot normalmente. 

 

2.18 ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) 

Para la detección de TG2 las muestras de hoja de N. benthamiana 

fueron colectadas a 5 días post-infiltración (dpi) ya que corresponde al máximo 

nivel detectado de esta proteína. Se ensayaron al menos 3 replicados 

biológicos, cada replicado contenía muestras de tejido infiltrado de 5 plantas 

diferentes. La extracción se realizó como se indicó previamente y cada muestra 

fue analizada por duplicado. Cada fosa fue sensibilizada con ~100 μg de 

proteínas solubles totales (TSP) o 1 µg de TG2 purificada de hojas en PBS con 

5 mM CaCl2 por absorción pasiva a 4 ºC durante toda la noche (Sulkanen y col. 

1998). Luego se bloqueó con 5% leche descremada en PBS durante 1 h a 37 

ºC. A continuación se adicionaron 100 µl de anticuerpo primario mAb 2G3 

específico de TG2 a una dilución 1:500 (Di Niro y col. 2005) o dilución 1:50 de 

un pool de suero de 12 pacientes y se incubó 16 hs a 4 °C. Por último, como 

anticuerpo secundario se incubó con anti-ratón IgG conjugado con 
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biotina(dilución 1:20000) y streptavidina conjugada con HRP (dilución 1:20000) 

o anti-humano conjugado con HRP (dilución 1:1000) durante 1 h a 37 ºC. Para 

el revelado se utilizó el sustrato tetramethylbenzidine (TMB)–peroxidasa 

(Kirkegaard and Perry Laboratories, Gaithersburg, MD) y la densidad óptica se 

midió a 630 nm.  

Para la detección de scFv-ELP, ELP y RFP-ELP se sensibilizaron las 

fosas con ~100 μg de TSP por absorción pasiva a 4 ºC durante toda la noche. 

Luego se bloqueó con 5 % leche descremada en PBS durante 1 h a 37 ºC y a 

continuación se adicionaron 100 µl de anticuerpo primario anti-His dilución 

1:1000 durante 1 h a 37ºC. Por último, como anticuerpo secundario se incubó 

con anti-ratón IgG conjugado con biotina (dilución 1:20000) y estreptavidina 

conjugada con HRP (dilución 1:20000), ambos durante 1 h a 37 ºC. El revelado 

se llevó a cabo como en el caso anterior. Para realizar la curva de calibración 

se utilizó una proteína purificada de E. coli con tag de histidinas previamente 

cuantificada.  

 

2.19 Purificación de proteínas por ciclos de transición térmica por 

centrifugación (cITC) o filtración (mITC) 

El extracto realizado con buffer de extracción se llevó a concentración 3 

M de NaCl por adición de la sal sólida o a concentración 0,12 o 0,25 mM de 

(NH4)2SO4 por adición de un volumen adecuado de solución saturada de la sal. 

Una vez disuelta la sal se centrifugó nuevamente a 60000 xg a 4 ºC durante 45 

minutos para eliminar proteínas insolubilizadas por la fuerza iónica del medio. 

El sobrenadante se incubó 20 minutos a diferentes temperaturas de agregación 

para inducir el colapso de ELP: 40 o 60 ºC para NaCl; 15 o 30 ºC para 

(NH4)2SO4. Para el caso de cITC a continuación se centrifugó a 8000 xg a 

temperatura ambiente durante 20 minutos. El precipitado se separó y se 

resuspendió en un volumen diez veces menor al inicial de buffer de baja 

concentración de sales a 4 ºC para resuspender el ELP. Se centrifugó a 

15000 xg a 4 ºC durante 20 minutos para eliminar proteínas insolubilizadas 

irreversiblemente (diferentes a ELP). Para incrementar la pureza de la muestra 

se llevó a cabo una segunda ronda de ITC: se incubó nuevamente a la 

temperatura de agregación y se centrifugó a temperatura ambiente, se 

resuspendió en agua ultrapura a 4 ºC y centrifugó en frío, obteniendo así ELP 
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en el sobrenadante y eliminando proteínas de la hoja en el proceso. Para llevar 

a cabo la mITC, antes de la incubación a la temperatura de agregación, se filtró 

el extracto con filtro de membrana de nylon de 0.45 micrones y luego por filtro 

de mezcla de ésteres de 0.2 micrones (Whatman®, Maidstone, Reino Unido). 

Posteriormente se incubó a la temperatura de agregación durante 20 minutos y 

se recuperó el ELP colapsado por filtración con membrana de acetato de 

celulosa de 0.2 micrones. La membrana se lavó con buffer de alta 

concentración de sales en frio y se eluyó la proteína con agua ultrapura.  

 

2.20 Purificación de TG2 utilizando la molécula de captura scFv-ELP 

Los experimentos de purificación para evaluar la capacidad de scFv-ELP 

para recuperar TG2 por ITC se utilizaron dos fuentes del antígeno: extracto de 

células Caco-2 y extracto de hojas expresando transitoriamente ER-TG2. Para 

realizar el extracto de células Caco-2 en primer lugar se colectaron las células 

por centrifugación y se realizó la lisis por resuspensión de las mismas en agua 

destilada; luego se centrifugó y el sobrenadante se utilizó como fuente de TG2. 

Para la utilización de ER-TG2 como fuente de antígeno se utilizó un extracto de 

hoja expresando la proteína realizado en condiciones no desnaturalizantes tal 

como se describió previamente. Los extractos fueron adicionados con NaCl 

sólido de manera que alcancen una concentración 3 M, que es la condición 

necesaria para realizar la ITC. Se adicionó a los extractos 10 µg de scFv-ELP 

purificado por ITC y se incubó a temperatura ambiente de manera que ocurra la 

interacción antígeno-anticuerpo sin que ELP sufra agregación. A continuación 

se desarrolló la purificación por ITC como se describió anteriormente. 

 

2.21 Purificación de TG2 por cromatografía de afinidad 

Se partió de aproximadamente 20 gr de hojas y se extrajeron las 

proteínas solubles con buffer de extracción sin EDTA a pH 7.4 tal como se 

indicó previamente. El sobrenadante se incubó durante 1 h a 4 ºC con 50 μL Ni 

Sepharose (GE Healthcare Life Sciences, Argentina S.A.) con agitación suave. 

Las proteínas unidas a la resina se recuperaron utilizando las columnas que 

provee el kit y se lavó con el buffer de extracción cinco veces. Se eluyeron las 

proteínas con buffer de elución de pH 4.5 y posteriormente se neutralizó con 

NaHCO3. Se analizó la pureza por SDS-PAGE. 
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2.22 Medida de fluorescencia  

Se midió fluorescencia roja de las muestras conteniendo RFP-ELP y 

scFv-ELP con un lector de placas BioTek Synergy HT (excitación 530/25nm, 

emisión 645/40 nm). Todas las muestras fueron analizadas en dos diluciones 

(1:10 y 1:50) para asegurarse que no saturen y que haya linealidad. Se 

sembraron 3 fosas de cada muestra y las medidas se realizaron por 

quintuplicado en unidades arbitrarias (UA). Como blanco se utilizó un extracto 

de hoja infiltrada con el medio de infiltración, cuya medida de fluorescencia se 

restó al valor de todas las muestras. La actividad de fluorescencia total se 

calculó como la fluorescencia promedio para el volumen de muestra total. La 

actividad específica se calculó como actividad de fluorescencia total sobre la 

cantidad de proteínas totales, mientras que el factor de purificación se definió 

como actividad específica de la etapa respecto de la actividad específica del 

extracto crudo. 

 

2.23 Procesamiento de datos por densitometría del inmunoblot 

Para efectuar las medidas de intensidad de banda se utilizó el software 

Image J. Se calculó el histograma correspondiente a la zona de la banda que 

se desea medir, se traza una línea de base y se selecciona la zona bajo la 

curva correspondiente a la banda. Se determinaron de esta forma en unidades 

arbitrarias las intensidades de las bandas y, teniendo en cuenta los volúmenes 

de cada muestra, se calcularon las señales totales. Con esta información se 

calculó el porcentaje de recuperación para cada purificación como intensidad 

de la muestra multiplicado por 100 sobre intensidad total inicial.  

 

2.24 Microscopía de disección fluorescente y microscopía de 

fluorescencia confocal  

Luego de 5 días de incubación postinfiltración, las hojas agroinfiltradas 

fueron analizadas por microscopía. En el caso de la microscopía de disección 

fluorescente, se utilizó lupa UV Leica MZ10F con filtros GFP Plant (excitación 

470/40nm, emisión 525/50 nm) y DsRed (excitación 545/30nm, emisión 620/60 

nm) acoplado a una cámara CCD refrigerada (Leica DFC 490). Los estudios de 

microscopía de fluorescencia confocal se realizaron utilizando un Microscopio 

Invertido DMI 6000 CS motorizado acoplado a un Láser Confocal Espectral 
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(CLSM) Leica TCS SP5 equipado con 7 líneas de láser, AOTF (Acousto-Optic 

Tunable Filter), AOBS (Acousto-Optical Beam Splitter) y sistema de barrido 

(Tandem-scanning system SP5). Las estructuras subcelulares fueron 

visualizadas utilizando el objetivo de aceite 63x. RFP (mCherry) fue excitada a 

543 nm (Laser HeNe 1.5mW) y detectada en el rango 570–630 nm.  

 

2.25 Análisis estadístico 

Todos los análisis estadísticos se llevaron a cabo con el programa Prism 

6 (GraphPad Software, GraphPad Inc., La Jolla, CA). Se utilizaron los test one-

way ANOVA y Tukey's de comparaciones múltiples para determinar valores 

medios con diferencias estadísticamente significativas. Alternativamente se 

utilizó un test de student para el cual se consideró un p-valor <0.05 como 

diferencia estadísticamente significativa.  
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