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Resumen

La Enfermedad de Parkinson (EP) es un trastorno degenerativo del sistema nervioso
central que se puede clasificar como trastorno del movimiento y la postura. El efecto de la EP
en el sistema nervioso central es cronico y progresivo, convirtiéndola en una enfermedad
persistente y con sintomas que empeoran con el tiempo. Cuenta con una etiologia
desconocida y, en términos generales, la causa subyacente podria ser una combinacién de
factores genéticos y ambientales. Se caracteriza por la pérdida progresiva de neuronas
dopaminérgicas de la sustancia negra de pars compacta del mesencéfalo, asi como la
presencia de agregados insolubles de la proteina a-sinucleina anormalmente plegada. En
muchos casos los diagndsticos no se obtienen en un estadio temprano de la patologia, sino
hasta que los sintomas visibles aparecen como temblores, problemas de equilibrio y rigidez.
La falta de diagndsticos oportunos sumados a la escases de tratamientos efectivos disponibles
han posicionado a la EP como la segunda enfermedad neurodegenerativa con mayor
prevalencia a nivel mundial, por ello se busca la generacion de tratamientos alternativos como

son las vacunas orales expresadas en plantas transgénicas.

En 2020, Arévalo-Villalobos y colaboradores clonaron y transformaron el gen sintético de
la proteina LTS-Syn en zanahoria (Daucus carota), obteniendo mdltiples lineas de callos
transgénicos de la cual la linea Z4 tuvo un rendimiento de 2.3 ug LTB-Syn/g peso seco (PS).
Se comprobd la presencia de anticuerpos anti-syn en el suero de ratones inmunizados por via
oral con callos de la linea Z4. El objetivo de este proyecto de investigacion fue establecer los
cultivos de callos con la linea Z4 de D. carota en medio de cultivo MS suplementado con urea
y en ausencia de fitorreguladores, posteriormente se caracterizaron los parametros cinéticos
de crecimiento celular. Los resultados obtenidos mostraron que la linea Z4U tuvo un
rendimiento celular de 0.1g PS al dia 24, con una velocidad de crecimiento de 0.028/d y un
tiempo de duplicacidon de 24 dias. La maxima produccion de la proteina LTB-Syn fue de 0.25
pg/g PS en el dia 18 y una viabilidad celular de mas de 90% después de 21 dias. La presencia
de la proteina LTB-Syn en los callos de la linea Z4U crecidos en medio MSU-9 se comprob6
por Dot blot y ELISA. Estos resultados sustentan las bases para la optimizacion de los cultivos
en ausencia de fitorreguladores, haciendo al cultivo biotecnolégicamente mas atractivo para

su escalamiento en biorreactores.



I. Introduccién

Parkinson es una enfermedad neurodegenerativa compleja, generalmente se
hace presente en pacientes de edad adulta, con un rango de 50-60 afios, y es la
segunda enfermedad neurodegenerativa con mayor impacto a nivel mundial (Willis,
2013; Schapira, 2013). A pesar de la alta prevalencia de la enfermedad aun no se
cuenta con una cura, sin embargo, existen maltiples tratamientos para el control de los
sintomas motores clinicos que presenta. En la busqueda de nuevos tratamientos se
ha propuesto la formulacion de biofarmacos usando como plataforma células vegetales
transformadas.

El uso de plantas transgénicas tiene ventajas como la produccion de
biofarmacos recombinantes de manera controlada y segura. Algunos ejemplos
destacan el uso de células de tabaco para la produccion de una vacuna, ya aprobada
por el Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA) contra el virus
Newcastle (Mihaliak et al. 2005). En cuanto a las vacunas producidas en tejidos de
zanahoria Daucus carota (D. carota) se han desarrollado cuatro con potencial
inmunoprotector en animales de prueba contra el sarampién, clamidias, tuberculosis y
célera (Uvarova et al. 2013). Ademas, se han producido tres enzimas, una citocina y
un anticuerpo (Kizhner et al. 2014). El desarrollo mas notable en D. carota es la
producciéon comercial de la alfa taliglucerasa aprobada como terapia de reemplazo
enzimatico en pacientes diagnosticados con la enfermedad de Gaucher de tipo 1
(Shaaltiel et al., 2007).



Il. Marco teérico

2.1 Enfermedades neurodegenerativas

Las enfermedades neurodegenerativas se caracterizan por provocar un
deterioro progresivo en el Sistema Nervioso Central (SNC) su cauda es desconocida,
y con pocas probabilidades de un diagnostico en un estadio temprano de la patologia,
estas patologias pueden ser heredadas o adquiridas y generalmente el factor de riesgo
en comun es el envejecimiento.

Existen mas de 600 enfermedades neurodegenerativas, de las que destacan
por su alta prevalencia a nivel mundial son la Enfermedad de Parkinson (EP), la
Enfermedad de Alzheimer (EA) y la Esclerosis Lateral Amiotrofica (ELA). Estas
enfermedades tienen un alcance universal y en algunos de los factores genéticos
combinados con los factores ambientales pueden influir en cuando y cémo se
presentara la enfermedad (NINDS, 2015).

2.2 Enfermedad de Parkinson (EP)

La EP es la segunda enfermedad neurodegenerativa con mayor prevalencia en
el mundo después de la enfermedad de Alzheimer (Schapira, 2013). Su etiologia es
desconocida y, en términos generales, se considera que la causa subyacente seria la
combinacion de multiples factores como envejecimiento, factores ambientales, estrés
oxidativo, disfuncion mitocondrial y factores genéticos (Jellinger, 2014).

Su base anatomopatoldgica es caracterizada por la pérdida progresiva de
neuronas dopaminérgicas de la sustancia negra de pars compacta (SNpc) del
mesencéfalo, asi como la presencia de cuerpos de Lewy, los cuales son inclusiones
intracelulares formadas por agregados insolubles de la proteina alfa sinucleina (a-syn)
gue se encuentra anormalmente plegada (Martinez-Fernandez et al., 2016).

Estas neurodegeneraciones provocan la denervacion dopaminérgica de las
proyecciones de la SNpc hacia el nucleo estriado, lo que provoca una alteracion en la

fisiologia normal de los ganglios basales, lo cual origina las principales



manifestaciones clinicas de la enfermedad. Presenta una serie de manifestaciones
clinicas motoras como bradicinesia, temblor de reposo, rigidez, alteracion de los
reflejos posturales y no motoras como disfuncion autonémica, sensorial, trastornos del
suefio o de la esfera cognitiva y conductual.

La mayoria de los pacientes con EP son idiopaticos (de causa desconocida) sin
algun tipo de antecedente familiar directo. Aun asi, mas del 10% de los casos son
genéticos derivados de alguna herencia autosémica dominante, como son los casos
con mutaciones en el gen que codifica para a-syn (SNCA), en el cual los agregados

de a-syn son el principal signo patologico a nivel celular (Goedert, 2001).

2.2.1 Epidemiologia

El GBD (Carga Mundial de Enfermedades, por sus siglas en inglés) informé que,
en el afo 2017, existian un total de 1,02 millones de personas con la EP sumandose
a la cifra estimada del 2016 que fue 6,1 millones de personas a nivel mundial, esto
altimo representé un aumento de mas del doble en comparacion con la cifra de 1990
(2,5 millones). Para el 2040 se estima que habra alrededor de 17 millones de
afectados. Haciendo que la EP sea la de mas rapido crecimiento a nivel mundial de
todas las enfermedades neurodegenerativas (Poewe et al. 2017). Este cambio puede
deberse a multiples factores como exposicion a factores de riesgo, envejecimiento de
la poblacion, deteccién de la enfermedad e inclusive aumento de la supervivencia de
los pacientes debido a la disponibilidad de tratamiento adecuado. La edad es el factor
de riesgo mas consistentemente asociado a la EP. Existe un pico de prevalencia entre
los 85 y 89 afios y una disminucion a partir de esta edad. Esta enfermedad es mas

frecuente en hombres, con una relacion mujer-hombre de 1:4 (Pringsheim et al. 2014).

2.2.2 Tratamientos farmacoldgicos contra el Parkinson

En la actualidad existen diferentes farmacos usados para el control de EP. Se
identifico que la falta de dopamina estriatal como la causa principal de los sintomas

motores parkinsonianos (Carlsson et al., 1958). Por eso se ha buscado que los



tratamientos controlen los signos y sintomas de la enfermedad el mayor tiempo
posible.

Uno de los farmacos mas usado para el tratamiento del Parkinson es la
levodopa (LD), la cual es un profarmaco de dopamina que actta a nivel central tras ser
transportada en el intestino delgado con mecanismo activo. ES necesario evitar su
transformacion periférica por la enzima descarboxilasa (ubicua en multiples tejidos)
mediante carbidopa o benserazida, lo cual aumenta 10 veces su biodisponibilidad, por
lo que la dosis requerida disminuye un 80% (Hauser, 2010). La LD alcanza la barrera
hematoencefalica y es introducida por otro transportador de aminoacidos neutros al
interior cerebral. Ahi se convertira en dopamina gracias a la descarboxilasa cerebral
(Mercuri y Bernardi, 2005).

Para prevenir el metabolismo periférico de LD y de esta forma incrementar la
duracion de sus efectos terapéuticos, se hace el uso de inhibidores de la COMT
(catecol-O-metiltransferasa), que aumentan la vida media de la levodopa y su
concentracion en el cerebro, permitiendo mejorar la funcion motora del paciente, con
una dosis diaria menor. Los COMT (como la entacapona) aumentan el tiempo de
accion de 1.3-1.8 h al dia en dosis de 200mg con cada levodopa (Stocchi et al., 2008).

Los Agonistas Dopaminérgicos (AD) no ergoticos son (tiles farmacos
antiparkinsonianos. Los AD son eficaces en monoterapia en un estadio temprano de
la patologia y reducen complicaciones motoras, incluyendo las discinesias (frente a
LD) en estudios controlados (Whone et al., 2003). Los AD no ergéticos (forma oral
pramipexol, ropinirol y el transdérmico rotigotina) son eficaces en la EP con
fluctuaciones motoras, y reducen en términos generales el tiempo off
aproximadamente 1,5-2 h y la dosis de LD en unos 150 mg (Stowe et al., 2010). El
pramipexol y ropinirol actian sobre los receptores D2 y D3 localizados en distintas
areas del sistema nervioso central (SNC) pero se reconoce que los receptores D1y
D2 son el tipo predominante en el sistema nigroestriado. Por ser muy selectivos
presentan menos efectos secundarios autonémicos, cardiovasculares y digestivos,
siendo eficaz en el control del temblor y tiene un potente efecto antidepresivo
(Chwieduk y Curran, 2010).



La rotigotina es un tratamiento de liberacion transdérmica, con mayor afinidad a
receptores D2 que por el D1. Entre sus ventajas estan la administracién de dosis Unica
diaria, ausencia de interaccion con alimentos, con una estimulacion dopaminérgica
continua. Los inhibidores de la monoaminoxidasa-B (IMAO-B) selectivos (selegilina y
rasagilina) bloguean el metabolismo de la dopamina en el cerebro, aumentando su
tiempo de accion en la sinapsis. Son bien tolerados y suelen administrarse en dosis
Unica diaria (Linazasoro, 2007). Estos han demostrado ser eficaces en todas las fases
de la EP, pero son menos potentes que la levodopa o los agonistas dopaminérgicos
(Hauser, 2010).

La amantadina (o clorhidrato de amantadina) es un farmaco clasico
antiparkinsoniano de mdltiples aplicaciones y mecanismos de accion; inicialmente era
usado por sus propiedades antivirales, su efecto antiparkinsoniano fue hallado de
forma casual (Schwad et al., 1969). Sus multiples mecanismos de accion incluyen
efecto antiglutamatérgico, accién anticolinérgica, incremento de receptores estriatales
D2 e incluso incremento de expresion de GDNF (factor neurotréfico derivado de la glia,

por sus siglas en inglés) (Danysz et al., 1997).

2.3 Proteina a-syn

La a-sinucleina (a-syn) es una proteina citoplasmatica que se expresa
principalmente en el cerebro, se encuentra especificamente en estructuras como el
hipocampo, neocortex, talamo, bulbo olfatorio, cuerpo estriado y cerebelo (Mori et al.,
2002). Pertenece a la familia de las sinucleinas junto a la B y y sinucleina. Esta familia
de proteinas se expresa en diferentes regiones del encéfalo de vertebrados, no
habiéndose encontrado genes ortélogos en otros grupos (Burré, 2015). La a-syn se
expresa en el cerebro y su sobreexpresion produce dafio neuronal, que no se muestran
cuando se suprime su expresion (Ibafiez et al., 2004). EI nombre de sinucleina deriva
de su aparente localizacion en terminales nerviosas presinapticas y membranas

nucleares, sin embargo, la a-syn no esta presente en todas las terminales sinapticas y



curiosamente no todas acumulan la proteina en desordenes neurodegenerativos
(Clayton y George, 1999).

2.3.1 Estructura de a-syn

La proteina a-syn estd compuesta por 140 aminoacidos, con un peso molecular
de 14.460 Da y un punto isoeléctrico tedrico de 4,67 que resulta en una carga neta
negativa a pH neutro (Uversky et al., 2002). La conformacion estructural primaria de a-
syn muestra tres diferentes regiones (Figura 1):

1. El segmento N-terminal anfipatico (residuos aminoacidicos 1 a 60) que contiene
dominios de secuencias repetidas (KTKEGV) muy similar al dominio a-helicoidal
de unidbn a membrana de las apolipoproteinas. Las mutaciones encontradas para
la EP estan localizadas en esta regidn, en las posiciones A30P, E46K y A53T. Este
dominio tiene como caracteristica la presencia de aproximadamente 7 repeticiones
imperfectas con un motivo hexamérico altamente conservador.

2. Una regién central hidrofébica (residuos aminoacidicos 61 a 95) también conocida
como “componente no amiloide de las placas Ap amiloides” (NAC), que ha sido
identificada por numerosos grupos como la region implicada en la agregacion y
toxicidad de la alfa-sinucleina (Bonini y Giasson, 2005). Este dominio cuenta con
dos motivos KTKEGV adicionales.

3. Una region C-terminal de caracter acido por la presencia de residuos de acido
glutdmico (residuos 96-140) con 3 residuos de tirosina que se encuentran
nitrificados cuando se presentan las inclusiones lipoproteicas, de posible
implicacién en la interacciébn con otras proteinas (Bonini y Giasson, 2005). La
presencia de aminoacidos cargados negativamente y de prolinas, sugiere que esta
region tiene tendencia a mantener una conformacion desordenada y es la zona de
la proteina mas susceptible de sufrir cambios post-traduccionales (Uversky et al.
2002).
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Figura 1. Representacion esquematica de las tres regiones principales (N-terminal, NAC y C-
terminal) de la a-sinucleina. Las mutaciones encontradas para la EP estan resaltadas en las
posiciones A30P, E46K y A53T, asi como la fosforilacion de Ser129.

2.4 Caracteristicas generales de la especie Daucus carota

La zanahoria (D. carota) es una planta bianual que crece de una raiz comestible
la cual se desarrolla desde los tejidos de la raiz principal y el hipocaétilo durante el
primer afio de crecimiento. Esta raiz es de tipo napiforme, o sea, con forma de nabo,
cuya raiz central es principal, nitida y dominante sobre las raices laterales y se engrosa
total o principalmente por la acumulacién de sustancias de reserva.

La raiz es un 6rgano de almacenamiento principalmente compuesto de floema
parenquimatoso y xilema penetrado por tejido vascular con secciones de cambium
juntdndose todo en un cilindro (Rubatzky et al., 1999). El color anaranjado y amarillo
de las raices esta ligado a la presencia de pigmentos tales como a y B carotenos. Los
betacarotenos pueden representar mas del 50% de los carotenoides totales y por lo
general duplican a los alfacarotenos. El contenido de carotenoides no esta
uniformemente distribuido en la raiz, debido a que la sintesis proviene de tejidos
proximales a distales, y el floema contiene cominmente mas carotenoides que el
xilema. Es una hortaliza rica en caroteno, con cantidades de tiamina y riboflavina

(Valadez, 1993). Esta raiz puede ser consumida tanto en estado crudo como cocida.



Su mayor importancia se encuentra desde el punto de vista alimentario, debido a su
contenido elevado en provitamina A en la zona cortical.

La zanahoria es una especie que posee la cualidad de adaptarse bien a
diferentes ambientes, aunque depende del tipo y cultivar que se use. La germinacion
es lenta y dispareja debido a la diferente maduracién del embrion, que esta
influenciado por la posicion de la flor en la umbela. La humedad y temperatura son
fundamentales para la germinacion de la semilla, siendo la temperatura 6ptima del
suelo 26°C, la maxima es de 35°C demorando la germinacion alrededor de 9 dias,

mientras que con la minima de 5°C tarda 51 dias en germinar.
2.4.1 Clasificacion taxon6mica de zanahoria

La clasificacion taxondmica de D. carota se muestra en la tabla 1.

Tabla 1: Clasificacion taxondmica de Daucus carota

Reino Plantae

Division Magnoliophyta
Clase Magnoliopsida
Orden Apiales

Familia Apiaceae

Género Daucus L., 1753
Especie D. carota L., 1753

2.4.2 Importancia del cultivo de zanahoria

El pais con mayor produccion de zanahoria a nivel mundial es China con una
produccion que representa al 45%, seguido por paises como Rusia conun 4.9% y EUA
con 3.7%. En los ultimos 10 afios la produccion de zanahoria ha llegado de 22 millones
de toneladas hasta 36 millones (FAO, 2017).

La zanahoria no es una fuente de calorias significante en la dieta humana, sin

embargo, es una fuente importante de nutrientes debido a su contenido de pigmentos,



de los cuales destacan los carotenoides, antocianinas y otros flavonoides. Entre los
beneficios para la salud de estos compuestos podemos mencionar la reduccion de
riesgos cardiovasculares, la eliminacion de radicales libres y la disminucion de riesgo
de contraer distintos tipos de cancer (Van den Berg et al., 2000).

Los a y B carotenos son precursores de la vitamina A y se encuentran
principalmente en las zanahorias de coloracion anaranjada. Los carotenos tienen
propiedades antimutagénicas, fotoprotectoras y de realce del sistema inmune, debido
a sus propiedades antioxidantes. El § caroteno, en particular, colabora con la salud de
la piel y reduce el riesgo de la formacion de cataratas. En EUA, por ejemplo, la
zanahoria es la fuente mas importante de provitamina A, proveyendo 30% del total en
la dieta de sus habitantes (Rubatzky et al., 1999).

2.5 Produccion de proteinas recombinantes en D. carota

D. carota, representa una plataforma con gran potencial para la produccién e
introduccién de biofarmacos en el mercado, destacando asi el potencial de esta
especie en la biotecnologia. Las células de D. carota al no contener compuestos
toxicos ofrecen la ventaja adicional de generar una biomasa segura para el suministro
de vacunas orales en humanos, permitiendo una formulacion directa de antigenos
bioencapsulados que evitan costosos procesos de purificacion posterior.

Desde 1939 se tienen reportes sobre el establecimiento de callos de zanahoria
utilizando segmentos del tallo, cotiledones o raices como explantes, asi mismo, es una
especie ampliamente utilizada en biotecnologia en el desarrollo de biofarmacéuticos.
Este avance proyecta un futuro alentador para el campo biofarmacéutico de origen
vegetal. En cuanto a las vacunas, la primera vacuna a partir de D. carota como sistema
de expresion transgénica consistié en un modelo de inmunizacién contra el sarampién
(Marquet-Blouin et al., 2003)

En 2008 se realizO una investigacion para la producciéon de una proteina
guimérica en D. carota que comprende las regiones de VS2 y VS4 del dominio MOMP

(proteina principal de la membrana externa), con el fin de disminuir su hidrofobicidad



y mejorar la expresion de la MOMP, logrando asi una mejor respuesta inmune celular

y humoral para Chlamydia trachomatis. En el 2012 la FDA aprobé el uso en humanos

de ELELYSO™, la primera terapia biolégica para tratar la enfermedad de Gaucher a

partir de cultivos transgénicas de D. carota. Por otro lado, Uvarova y colaboradores en

2013, lograron expresar dos proteinas (ESAT6 y CFP10) en D. carota como vacunas

contra M. tuberculosis.

Se han descrito alrededor de 10 prototipos de vacunas producidas en tejidos de

D. carota (Tabla 2). Contando con multiples ventajas, una de las més destacables es

el bajo costo de produccion de biofarmacéuticos, debido a que su tejido es comestible

y no cuenta con patégenos. Con esto se pueden producir vacunas comestibles

encapsuladas o congeladas.

Tabla 2. Ejemplo de algunos biofarmacos producidos en D. carota (zanahoria)

Biofarmaco Rendimiento Caracteristicas funcionales Referencia
Hemaglutinina 2 ug/g PF Los ratones inmunizados por via | Marquer-Blouin et
Vacuna contra el intraperitoneal desarrollaron una respuesta | al., 2003
sarampion. humoral y celular.

Proteina LTB 3ug/gPFen | Los ratones inmunizados via oral | Rosales-Mendoza
Vacuna oral contra raices desarrollaron  inmunidad sistémica e | etal., 2008

colera y diarrea intestinal contra la toxina.

provocada por E. coli

Proteina viral PreS2-S | >42 ng/g PF | La retencién de ER mejoro los rendimientos | Deineko et al.,
Vacuna para Hepatitis de la vacuna. 2009

B

Proteina p24 62 ng p24g | La retencién de ER mejoro los rendimientos | Lindh et al., 2009

Vacuna para VIH PF

subtipo C

Proteina Ure B 25 ug/gen | Los ratones inmunizados de manera oral | Zhang et al., 2010
Vacuna para raices desarrollaron respuestas humorales tanto

Helicobacter pylori

mucosas como sistémicas.
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Proteina quimérica | Hastaun 3% | La proteina quimérica producida en | Kalbina et al.,
MOMP de TSP zanahoria fue antigénica. 2011
Vacuna para
Chlamydia trachomatis
F1-v fusién de 0.12-0.3% Los ratones inmunizados por via | Rosales-Mendoza
proteinas TSP subcutanea  desarrollaron  anticuerpos | etal., 2011
Vacuna para Yesinia séricos anti-F/V IgG en suero.
pestis
Interferén a-2b 16.5 x 103 Estudios in vitro probaron su actividad | Luchakivskai et
enfermedades virales y IUg PF en antiviral. al., 2012
cancer raices
Proteinas ESAT6 vy | 0.056% TSP | Los conejos inmunizados por via oral | Uvarova et al.,
CFP10 para rESAT6 | desarrollaron una inmunidad celular y | 2013
Vacuna para y 0.024% humoral.
tuberculosis TSP para

rCFP10

PF (peso fresco), TSP (proteina total soluble)
2.6 Produccién de vacunas en plantas transgénicas

Las plantas han sido usadas como tratamiento para enfermedades desde inicios
de las civilizaciones, actualmente con la ayuda de la biotecnologia se puede retomar
este camino de forma mas especifica y efectiva, la biotecnologia garantiza la
produccién de farmacéuticos a mayor escala, con gran eficiencia y a menor costo.

Desde su invencion las vacunas han tenido un constante desarrollo que ha
mejorado gracias a los avances y descubrimientos. El uso de la biotecnologia moderna
para la produccion de vacunas recombinantes es un camino prometedor debido a que
permite obtener vacunas mas seguras, ya que no acarrean patdgenos potenciales, y
se pueden producir a gran escala mas facilmente. Bajo este argumento, se han
realizado diversas investigaciones utilizando plataformas con células vegetales como
biorreactores para la obtencion de productos de interés farmacéutico (Goldstein y

Thomas, 2004).
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En 1997, Curtis y Cardineau lograron patentar la primera vacuna extraida a
partir de plantas de tabaco transgénicas contra Streptococcus mutans. El antigeno
obtenido de esta planta provoc6 una respuesta inmune cuando se administré via oral
en humanos o animales y era capaz de inhibir la colonizacion de S. mutans a través
de la superficie mucosa. Desde este punto, mdultiples investigadores iniciaron la
tendencia a generar vacunas a partir de plantas transgénicas las cuales expresan
antigenos especificos hacia distintas enfermedades.

La mayoria de las vacunas hasta la fecha han sido expresadas en tabaco,
aungue también se han utilizado papa, soya, alfalfa, arroz y trigo. En 2001, Yu y
Langridge en EUA insertaron VP6 de un rotavirus (RV) de ratdn en papa (Solanum
tuberosum) por transformacion con A. tumefaciens. La inmunizacion oral (dia 0, 7, 17
y 24) de ratones CD-1 con papa transgénica (5g conteniendo aproximadamente 15 ug
de VP6) mas TC resulté en la aparicion de anti-VP6 IgG en suero (titulos: 1:80-1:1280)
e IgA en intestino (titulos: 1:8-1:32). En el 2001, Huang y colaboradores transformaron
plantas de tabaco para expresar la hemaglutinina (H) del virus del sarampion, una
glicoproteina expuesta en la superficie del virus, desarrollando IgG anti-sarampion en
suero con actividad neutralizante in vitro. En un siguiente reporte, el mismo grupo
mostré que la inmunogenicidad de la vacuna oral podia aumentarse con la bio-
encapsulacién del antigeno recombinante dentro de las células vegetales, el cual
puede proteger de la degradacion por proteinasas gastrointestinales y permitir que se
reconozcan epitopos importantes.

La molécula mas importante, en cuanto a inmunizacion contra antrax, es el
denominado antigeno protector (AP). Aziz y colaboradores en 2002, transformaron
plantas de tabaco con el gen de AP y demostraron su expresion por analisis de
Western blot usando antisuero contra AP. ElI AP derivado de plantas (junto con otra
proteina de B. anthracis denominada Factor Letal) mostraron citotoxicidad en lineas
celulares de macroéfagos.

Wu y colaboradores en 2003, insertaron VP7 de RV humano (serotipo G1) en
S. tuberosum y administraron el tubérculo transgénico (42 pg VP7) mas TC (10 ug)

oralmente a ratones (dia 0, 7, 14 y 42). Los animales inmunizados desarrollaron IgG
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en suero e IgA (niveles mas altos) en el intestino; los anticuerpos en suero no eran
neutralizantes pero los anticuerpos en intestino si lo eran. TetC es un polipéptido (47
kDa), fragmento no-toxico de la toxina tetanica, que puede usarse como una probable
vacuna contra el tétano. Tregoning y colaboradores en 2003, transformaron
cloroplastos de tabaco con el gen tetC. La inmunizacion (dia 0, 28 y 35) de ratones
con tetC derivado de la planta indujo IgG en suero e IgA en secreciones nasales e
intestinales. Los animales inmunizados mostraron proteccion y no desarrollaron
paralisis luego de una dosis de toxina tetanica (50 veces la dosis paralitica 50%).

Saldafia y colaboradores en 2006, transformaron plantas de tomate
(Lycopersicon esculentum) con las proteinas de capside VP2 y VP6 del rotavirus. La
co-expresion de las proteinas resultdé en su ensamblaje en PVAs. Un extracto de
proteina (100 pg, equivalente a 1 pg proteina de RV) mas adyuvante de Freund se
administro via intraperitoneal (i.p.) 3 veces en ratones BALB/c y resulté en un aumento
significativo 9 veces de anticuerpos anti-RV. Fujiyama y colaboradores en 2006,
insertaron fragmentos de ADN que codifica para una secuencia de 15 aminoacidos
derivados de las proteinas VP3 y VP1 de la capside del poliovirus tipo 1 Sabin en el
virus mosaico del tabaco (VMT), con los virus modificados genéticamente
transformaron plantas de N. tabacum. Cuando se inyecté a ratones, las particulas
virales quiméricas indujeron anticuerpos contra ambos: proteinas de poliovirus y del
VMT.

Helicobacter pylori genera una de las infecciones bacteriana mas frecuentes,
causa gastritis, cancer gastrico y la enfermedad ulcero-péptica. El desarrollo de una
vacuna se complica debido a que la infeccion no induce una inmunidad protectora. De
las multiples estrategias planteadas destaca el trabajo de Zhang y colaboradores en
2010, insertaron la proteina HspA de H. pylorii en tabaco y después inmunizaron a
ratones con extractos del tabaco transgénico lo que indujo la produccion de
anticuerpos especificos.

La enfermedad de Lyme es causada por la bacteria Borrelia burgdorferi, esta
enfermedad es transmitida a través de la picadura de una garrapata. La inmunidad

para esta infeccion es mediada por la lipoproteina bacteriana OspA, esta proteina debe
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ser lipidada, es decir, que se le agreguen fragmentos de lipidos (pudiendo ser estos
acidos grasos o grupos poliisopreno), para generar inmunogenicidad. Por lo que Glenz
Ky colaboradores en 2006 expresaron la proteina OspA en los cloroplastos de tabaco.
Los ratones inmunizados con OspA a partir de extractos de la planta desarrollaron

anticuerpos a niveles 6ptimos.
2.7 Vacunas contra enfermedades neurodegenerativas

El uso de las vacunas se ha visto reflejado principalmente en el tratamiento y
prevencion de enfermedades infecciosas, pero actualmente se ha buscado que este
tipo de tratamiento sea implementado también en afecciones no infecciosas como lo
son las enfermedades neurodegenerativas, esta alternativa apenas esta empezando
a desarrollarse por lo cual hasta ahora son solo farmacos atenuantes de los sintomas
progresivos como es el desarrollo de inmunoterapias contra las enfermedades no
transmisibles. También, se han evaluado métodos basados en genes que expresan
antigenos mediante vectores virales o plasmidos de ADN. La mayoria de las
investigaciones sobre el desarrollo de vacunas en esta area se han centrado en las
dos enfermedades neurodegenerativas mas comunes, la enfermedad de Alzheimer
(EA) y la enfermedad de Parkinson (EP), que se caracterizan por la demencia
progresiva y trastornos del sistema motor (Ugen et al., 2015).

En 2011 fue aprobada por la oficina de patentes de Estados unidos la vacuna
EB-101 de EuroEspes contra la Enfermedad de Alzheimer. Esta vacuna tiene un
disefio bimodal, es decir que es preventiva y terapéutica. La EB-101 incorpora
liposomas enriquecidos con factores troficos que le otorgan ese efecto dual. Para el
mismo afio AFFIRIS presentd la evaluacién de un estudio clinico en fase 1 para la
vacuna AFFITOPE® ADO02, la cual es una vacuna dirigida contra EA. Consiste en
péptidos sintéticos compuestos por 6 aminoacidos que simula el extremo N-terminal
de AB, se estima que este fragmento ayuda a reconocer exclusivamente a A sin una
reaccion cruzada con APP (proteina precursora amiloide). A diferencia de otros
tratamientos, la ED-101 usa el epitope B en lugar del epitope T, lo cual puede que

ayude a la produccion de anticuerpos-AB y también minimiza la respuesta inflamatoria.
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Una de las primeras vacunas para el tratamiento de la EP fue la vacuna
AFFITOPE® PDO01, la cual tiene como objetivo inducir anticuerpos que reconocen los
agregados de a-syn, que estan involucrados con la patogénesis. La vacuna consiste
en un conjugado de un formulado peptidico con hidréxido de aluminio como adyuvante.
Los estudios preclinicos implicados en la administracion de AFFITOPE® PDO1
demostraron la induccién de una respuesta inmune humoral hacia a-Syn, mientras que
los experimentos realizados en modelos de ratones transgénicos mostraron que la
inmunizacion con AFFITOPE® PDO01 redujo los niveles cerebrales de a-syn
(Schneeberger et al., 2010).

Hasta el momento solo AFFIRIS (Viena, Austria) ha logrado traducir un enfoque
de vacunacion activa disefiada para a-syn a nivel clinico. Implementando péptidos
cortos, denominados AFFITOPEs, se logra imitar la region de la molécula de a-syn ya
gue sus secuencias difieren de la proteina nativa. La falta de identidad de secuencia
con las moléculas nativas implica que no es necesario superar los mecanismos de
tolerancia. Debido a su tamafio pequefio, los péptidos no pueden por si mismos activar
las células T, y requieren conjugacion con los portadores para provocar una respuesta
de anticuerpos. El desarrollo clinico se hizo en base a la inmunogenicidad,
especificidad de la respuesta inmune que inducen y los resultados de los estudios
prueba de concepto en modelos animales. PDO1A y PDO3A han sido evaluadas en
tres modelos (PB, DLB y MSA) de ratones transgénicos independientes establecidos
para la EP. En estos estudios, las vacunas AFFITOPE como PDO1A y PDO3A fueron
capaces de inducir una respuesta inmune mediada por anticuerpos caracterizada por
el reconocimiento selectivo de la a-syn agregada mientras se evita la reactividad
cruzada con la B-syn. Los candidatos (PDO1A y PDO3A) redujeron los niveles de a-syn
cerebral patologica (agregada) en diferentes tipos de células, incluidas las neuronas y
oligodendrocitos sin cambiar significativamente los niveles de a-syn fisiologicos en los
modelos. En todos los casos, se produjo una reduccién en la neurodegeneracion
asociada a a-syn. La vacuna AFFITOPE® no generd una neuroinflamacion evidente o

algun dafio tisular.
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2.8 Cultivo in vitro de plantas

El cultivo in vitro de células y tejidos vegetales es una fuente valiosa para la
produccion de compuestos activos. Pueden cultivarse plantas enteras, semillas,
organos o células no diferenciadas (generalmente propagadas en forma de callos) y
algunos de estos tipos de cultivos pueden ser interconvertibles mediante el uso de
fitohormonas. Normalmente son establecidos bajo condiciones controladas y asépticas
para producir diferentes metabolitos secundarios en plantas e incluso han permitido la
obtencion de nuevos compuestos de gran interés para la industria farmacéutica,

principalmente.

2.8.1 Medio de cultivo

Para la eleccion del medio de cultivo se necesita un conocimiento previo sobre
la especie, tipo de cultivo in vitro, condiciones quimicas y ambientales requeridas, no
obstante, los medios de cultivo en su mayoria son formulados en forma mas o menos
empirica.

Se han descrito un gran nimero de medios nutritivos para el cultivo de vegetales
in vitro (Heller, 1953; Murashige y Skoog, 1962; Gamborg, 1968 y 1976 Schenk y
Hildebrandt, 1972). Estos medios de cultivo constan de sales minerales, vitaminas,
aminodcidos, azucares y reguladores de crecimiento. Los requerimientos basicos para
el crecimiento de los tejidos vegetales son satisfechos al aportar las sales necesarias
al medio. Elementos como el potasio, calcio, magnesio, nitrégeno, fosforo y azufre
denominados como “macronutrientes” ya que se requieren en grandes cantidades,
mientras que elementos como el boro, hierro, cobre y manganeso denominados como
“‘micronutrientes” son requeridos en menor cantidad.

Estos nutrientes deben estar en una concentracion tal que permita crecimiento
celular adecuado; ademas el medio debe ir enriquecido con aminoacidos, vitaminas y

reguladores de crecimiento (Schillberg et al., 2013).
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2.8.1.2 Medio Murashige y Skoog (MS)

El medio MS fue descrito en 1962 por Toshio Murashige y Folke K. Skoog,
actualmente es el mas usado a nivel mundial para el cultivo in vitro de tejidos vegetales.
Se destaca por su alto contenido de sales, principalmente nitrato de amonio y potasio,
asi también los requerimientos nutricionales para la mayoria de las especies vegetales
gue se trabajan. Los callos vegetales a diferencia de las plantas completas no son
fotoautotrofos, por lo que es necesario que los medios de cultivo cumplan con las
necesidades metabdlicas de la planta. La adicién de sacarosa al medio cumple como
fuente de carbono en células cultivadas in vitro, las cuales mayormente son
heterotréficas. De esta forma actia como fuente energética y de carbono,
incrementando el potencial osmotico del medio.

Los macroelementos (N, P, K, S, Ca y Mg) requeridos en grandes cantidades,
son de suma importancia para el cultivo in vitro de plantas. Mientras que los
microelementos (B, Mn, Zn, Cu, Ni, Co, Mo, I, Al y Fe) son requeridos en menor
cantidad, ambos tipos de nutrientes deben estar en una concentracién que permita el

crecimiento adecuado de la planta.

2.8.2 Tipos de cultivos

La produccion de plantas, 6rganos o tejidos de plantas y de metabolitos o
moléculas de interés puede realizarse mediante cultivos de tejidos vegetales
diferenciados o indiferenciados. Poniendo enfoque en la produccion de células
indiferenciadas se derivan dos tipos de cultivos. El cultivo en callos y el cultivo de

células en suspension.

2.8.3 Cultivos de callos

El cultivo en callos es el tipo de cultivo mas usado y se obtiene a partir de casi
cualquier planta u érgano. La induccion del callo se da a partir de un explante vegetal

(tallo, hoja, raiz), que se pone en contacto con un medio de cultivo que induzca y
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mantenga su crecimiento y una division celular continta. Los cultivos de callos cuentan
a menudo con un crecimiento lento y heterogéneo, debido fundamentalmente a la
disponibilidad vectorial de los nutrientes del medio de cultivo solido. Para evitar la falta
de nutrientes, los callos deben ser subcultivados a medio fresco en periodos cortos,
variables segun la especie (30-45 dias). La tasa de crecimiento y las caracteristicas
de friabilidad dependen de la especie, del balance hormonal, de la concentracion del
medio, macronutrientes y micronutrientes, asi como de la intensidad luminosa (Gomez-
Kosky, 1998). El cultivo de callos sirve de indculo para iniciar el cultivo de células en
suspension, lo cual permite mantener a las células en condiciones adecuadas de
agitacion y dispersion de nutrientes, lo cual promueve su crecimiento y disociacion.
Generalmente se cultivan heterotréficamente usando azucares simples como fuente
de carbono y el suministro de otros nutrientes inorganico como potasio, magnesio,

calcio e incluso hierro (Yesil-Celiktas et al., 2010).

2.8.4 Cultivos de células en suspension

El cultivo de células vegetales en suspension es una técnica que permite conocer
diversos aspectos del cultivo, como su comportamiento metabdlico, fisiolégico y
bioguimico, asi como controlar y optimizar las condiciones de cultivo para la
produccion de biomasa (Moscatiello et al., 2013). Se constituyen principalmente por
células meristematicas indiferenciadas, mas débiles e inestables en comparacién con
su estado en el ambiente natural, sin embargo, con respecto a los cultivos de células
diferenciadas (raices y brotes), presentan las ventajas de poder ser cultivadas a
mayores concentraciones celulares y a mayores velocidades de crecimiento
(Schlatmann et al., 1996). Las suspensiones celulares son de los sistemas in vitro mas
utilizados en investigaciones debido a que es el mas practico para el cultivo a gran
escala y presenta multiples ventajas para el control de parametros en biorreactores.

La cinética de crecimiento de los cultivos de células vegetales cuenta con varias
similitudes a la cinética decrecimiento microbiana, son diferentes fases de crecimiento.

Primer fase adaptacion, seguida de la fase de crecimiento o exponencial, donde se
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produce un aumento constante de la biomasa, incrementando tanto el numero como
el tamafio celular, el indice mitético comienza a declinar por limitacion de nutrientes,

hasta llegar a la fase estacionaria y posteriormente la fase de muerte celular.
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I1l. Antecedentes directos

3.1 Origen de la linea transgénica Z4

En 2017, Arévalo-Villalobos y colaboradores realizaron un trabajo enfocado en
la transformacion de lineas de callos transgénicos en tabaco (N. tabacum) que
expresaban la proteina quimérica (LTB-Syn) compuesta por la subunidad B de la
toxina termolabil de E. coli (LTB) y tres epitopes de la proteina a-sinucleina (Synl,
Syn2 y Syn3), los cuales son relevantes para la enfermedad de Parkinson. Asi mismo,
se comprobo la expresion del transgén mediante PCR y LA presencia DE las proteinas
por Western blot. Para el analisis de la expresién de la proteina se utilizaron dos
anticuerpos diferentes (anti-LTB y anti-Syn) y mediante ensayos de ELISA-GML1 se
cuantificé obteniendo rendimientos de hasta 160 ng/g PF de proteina LTB-Syn.
Finalmente, mediante ensayos de inmunogenicidad de la proteina quimérica (LTB-
Syn) en murinos comprobaron la presencia de anticuerpos anti-syn en el suero de los
animales inmunizados, indicando la existencia de una respuesta humoral después de
la administracion oral.

Con el propdsito de desarrollar una vacuna de bajo costo, segura y efectiva, y
considerando que las plantas son un vehiculo seguro para la administracion oral se
logro la transformacion estable en células de zanahoria (D. carota), obteniendo asi
varias lineas de callos transgénicos que fueron establecidos en medio de cultivo MYT;
siendo la linea Z4 la de mayor rendimiento capaz de producir hasta 2.3 ug de LTB-
Syn/g PS. Este antigeno recombinante logré estimular respuestas humorales
significativas en ratones después de una combinacion oral con el refuerzo parenteral

usando un conjugado OVA-Syn (Arévalo-Villalobos et al., 2020).

3.2 Establecimiento de cultivo de callos y células en suspension de la linea Z4

Posteriormente, en el Laboratorio de Investigacion de Plantas Medicinales
(LIPM) del Centro de Investigacion en Biotecnologia (CEIB) se establecio por primera

vez el cultivo in vitro de callos transgénicos y células en suspension de la linea Z4 de
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D. carota en medio de cultivo MS basal con el fin de producir la proteina LTB-Syn a
nivel matraz y biorreactor airlift, obteniendo un rendimiento de 1.5 pg/g PF de la
proteina LTB-Syn en biorreactor (Carrefio-Campos et al., 2022). Con estos resultados
se ha generado conocimiento operacional para la produccién de la proteina LTB-Syn
con buenos rendimientos en matraz y biorreactor, por lo que actualmente en el grupo
de trabajo del LIPM se aplico el modelo estadistico multi factorial de Plackett-Burman
(Plackett y Burman, 1946), el cual permitié seleccionar y predecir el comportamiento
del cultivo de forma simultdnea con siete factores esenciales en el medio de cultivo
gue incluian sus componentes nutritivos (sacarosa, fitorreguladores, urea, glutamato)
y factores fisicos (luz, pH y densidad del indculo) (Carrefio-Campos et al., 2024). Este
andlisis factorial mostrd que existia un mayor incremento en la variable respuesta con
el medio MSU-9 (el cual contenia medio MS suplementado con 30 g/L de sacarosa,
1.6 g/L de urea, pH 5.7, luz constante y sin fitorreguladores). El medio MSU-9 alcanzé
un rendimiento de biomasa maxima de 17.8 g/L PF y una expresion de la proteina LTB-
synde 0.21 ug/g PF al dia 15, respectivamente. En base a estos resultados predictivos,
en este trabajo se establecio y caracterizé en el medio de cultivo MSU-9 los callos la
linea Z4U de D. carota para la produccion de biomasa y proteina LTB-syn en ausencia

de fitorreguladores.

IV. Justificacion

La enfermedad de Parkinson (EP) es la segunda enfermedad
neurodegenerativa con mayor impacto a nivel mundial, lamentablemente existe una
falta de tratamientos efectivos y diagndsticos oportunos actualmente, por lo que se le
considera una enfermedad de interés clinico. Actualmente las vacunas orales de
origen vegetal son convenientes como un tratamiento alterno contra la agregacion de
la proteina a-syn relevante en la EP, ya que activan a nivel local y sistémico
anticuerpos especificos, ademas la produccion de vacunas vegetales presenta una
biomasa libre de patégenos con un procesamiento minimo para su administracion via

oral. Una especie con este potencial es D. carota. En el 2020 se generaron los primeros
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cultivos transformados de callos y células en suspension de la linea Z4 de D. carota
productores de la proteina LTB-Syn, la cual es importante para el desarrollo de un
biofarmaco contra la EP. En base a los resultados recientemente establecidos en el
LIPM, se pretende con este trabajo caracterizar el cultivo in vitro a nivel de callos la
linea Z4U empleando el medio de cultivo MSU-9, el cual cuenta con la adicion de urea
y ausencia de fitorreguladores de crecimiento, con el propdsito de producir la proteina

LTB-Syn de interés contra Parkinson.

V. Hipotesis

Los cultivos de callos transgénicos de la especie Daucus carota crecidos en el
medio de cultivo MS con una fuente adicional de nitrégeno (urea) y en ausencia de

fitorreguladores, producira la proteina LTB-Syn de interés contra Parkinson.

VI. Objetivos

6.1 Objetivo general

Establecer y caracterizar los cultivos de callos generados a partir de la linea Z4
de D. carota crecidos en medio de cultivo MS modificado para producir la proteina LTB-

Syn de interés contra Parkinson.

6.2 Objetivos especificos

1. Establecer los cultivos de callos de la linea Z4U de Daucus carota en medio de
cultivo suplementado con urea y en ausencia de fitorreguladores (MSU-9).

2. Caracterizar la cinética de crecimiento de callos de la linea Z4U de D. carota en
medio de cultivo MSU-9 por 24 dias.

3. Determinar la produccion y expresion de la proteina LTB-Syn de la linea Z4U
de D. carota por PCR, ELISA y Dot blot.
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VII. Estrategia Experimental

Parametros cinéticos:
o Peso fresco
o Peso seco
o Viabilidad celular

¢ --=-=1

Cultivo in vitro de la linea Z4 de
Daucus carota

|

Establecimiento de callos de la
linea Z4U en medio MSU-9

|

Cinética de crecimiento en callo
------ de la linea Z4U de Daucus
carota

1

-Confirmar la presencia del transgén LTB-
Syn por PCR

-Detectar la proteina LTB-Syn por Dot blot
-Cuantificar la produccién de la proteina
LTB-Syn por ELISA
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VIIIl. Materiales y métodos

8.1 Material vegetal

Para este trabajo se utilizoO la linea transgénica Z4 de Daucus carota,
desarrollada y utilizada en trabajos previos (Arévalo-Villalobos et al., 2020; Carrefio-
Campos et al., 2022).

8.2 Medio de cultivo MSU-9

» MSU-9: el Medio de cultivo MS (Murashige y Skoog et al., 1962) contiene
macroelementos, microelementos, EDTA, mioinositol, vitaminas, suplementado
con 30 g/L de sacarosa, 1.5¢g/L de polivinilpirrolidona (PVP) como agente
antioxidante, 1.6 g/L de urea, y sin fitorreguladores de crecimiento. El medio MSU-
9 solido se le adicion6 2.5 g/L de Phytagel como agente gelificante, se ajusté el pH

a 5.7 y se esterilizo por 15 min a 121°C y 15 psi.

8.3 Condiciones del cultivo y propagacion de callos de la linea Z4U de D. carota

La adaptacion de los callos se realizé en frascos de vidrio con 20 mL de medio
MSU-9 sélido donde se inoculd un 1% de callos de la linea Z4U y se dejaron por 30
dias en luz constante a 25% de humedad y 25°C. Posteriormente se realiz6 la
propagacion de los callos haciendo subcultivos cada 20 dias en medio MSU-9 sélido

fresco.
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8.4 Cinética de crecimiento en callos de la linea Z4 de D. carota

La cinética de crecimiento se inicid con un indculo de +1g de callos friables de
la linea Z4U (nombrada asi por su adaptacion en el medio de cultivo MSU-9) de D.
carota, se utilizaron 12 frascos de vidrio de 100 mL con un volumen de 20 mL de medio
MSU-9 sdlido y se mantuvieron en condiciones de luz constante a 25% de humedad y
25°C por 24 dias. Se tomaron muestras por duplicado los dias 0, 6, 12, 15, 18,21y 24
los cuales sirvieron para determinar los principales parametros cinéticos de
crecimiento (peso fresco, peso seco, viabilidad celular, produccién de proteina LTB-
Syn). Las curvas de crecimiento cinético fueron realizadas en funcién al tiempo en

dias.

8.5 Métodos analiticos

8.5.1 Andlisis de biomasa en peso fresco

El peso fresco se determiné colectando la biomasa de los callos de la linea Z4U
obtenidos durante la cinética de crecimiento, se coloco en papel filtro y posteriormente
se peso en una balanza analitica. Las muestras obtenidas se pusieron en tubos falcén

de 50 mL y se almacenaron a -80°C para su posterior analisis.

8.5.2 Andlisis de biomasa en peso seco
La biomasa fresca previamente obtenida se dejo secar durante 3 dias en una

liofilizadora marca LABCONCO a -50°C y 0.02mbar de vacio, hasta mantener un peso

seco constante. Con los datos generados se realizaron los andlisis estadisticos.
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8.5.3 Datos cinéticos:
Con los datos obtenidos de biomasa en peso seco se calculd la velocidad
especifica de crecimiento celular (u) y el tiempo de duplicaciéon (td) de las células

mediante las siguientes ecuaciones:

u = Ln (X¢/Xi) (1/t) td = Ln2/u

Donde:

M: velocidad especifica de crecimiento; Xi: biomasa inicial; X: biomasa final; t: tiempo;

td: tiempo de duplicacion y Ln2: logaritmo natural de 2.

8.5.4 Viabilidad celular

La viabilidad celular se obtuvo mediante una reaccion fluorocromatica mediada
por diacetato de fluoresceina (DAF) (Widholm, 1972). El stock de DAF se prepar6
disolviendo 5mg de DAF en 1mL de acetona y se almacend a 4°C. Del stock se
tomaron 0.1 mL y se disolvi6 en 5 mL de agua desionizada. Después en un tubo
Eppendorf de 1.5 mL se afiadié 500 L de esta solucién junto con una porcién del callo
y se resuspendié en 500 uL de agua desionizada. Se dej6 reposar por 30 segundos
para después tomar 0.1 mL de esta suspension y colocar en un portaobjetos para ser
observado bajo el microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse E 400, super high
pressure mercury lamp, Modelo HB-10103AF). El porcentaje de células viables se
calculé por cuatro cuadrantes, en donde se contaron las células que emitieron
fluorescencia, se dividieron entre las células presentes y el resultado se multiplico por
100.
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8.6 Deteccidn del transgén LTB-Syn por PCR

La presencia del transgén LTB-syn se realizd mediante la reaccion de cadena
de la polimerasa (PCR) en el laboratorio de biofdrmacos recombinantes de la
Universidad Autbnoma de San Luis Potosi. EI DNA gendémico se purificé siguiendo el
protocolo de Dellaporta et al. (1983), a partir de 10 mg de PS de callos de la linea Z4U
obtenidos de la cinética. La mezcla de reaccion (25 uL) contenia buffer de PCR 1x [200
mM Tris HCI (pH 8.4), 500 mM KCI], 100 ng de DNA, 1.5 mM cloruro de magnesio, Taq
DNA polimerasa 2.5 U/yL (New England BiolLabs), 1 mM dNTPs y 1 uM
oligonucledtidos especificos (primers). Los productos fueron visualizados en un gel de
agarosa al 1% en un buffer TAE 1X a 100 V por 20 minutos. Después fueron tefidos
con bromuro de etidio y visualizados bajo luz UV. Los primers utilizados para detectar
el transgén LTB-syn fueron:

e sentido directo: 5'-CGCACAATCCCACTATCCTTCGC-3";
e sentido reverso: 5-CAAGACCGGCAACAGGATTCAATC-3'.

Las condiciones de amplificacién comprendieron una desnaturalizacién inicial a
95°C por 3 minutos, 35 ciclos con desnaturalizacion a 95°C por 30 segundos,
alineamiento a 56°C por 30 segundos y extension a 72°C por 60 segundos, seguido
de una extension final a 72°C por 5 minutos (Arévalo-Villalobos et al., 2020)

8.7 Cuantificacion de la proteina LTB-Syn por ELISA

Partiendo de los callos de la linea Z4U de la cinética de crecimiento se realizé
la extraccion de proteinas totales siguiendo el método reportado por Franklin et al.
(2002). La estimacion de la produccion de proteina LTB-Syn a partir de los extractos
solubles se hizo mediante un ensayo de ELISA-GM1 de acuerdo con el protocolo de
Chikwamba et al., (2002).
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8.8 Presencia de la proteina LTB-Syn por Dot blot

La presencia e integridad de la proteina LTB-Syn en los callos de la linea Z4U
se evaluo mediante el analisis de inmunodeteccion por Dot-blot. Se aplicaron 8 pL de
los extractos solubles de cada punto cinético de crecimiento, estos se colocaron sobre
una membrana de nitrocelulosa y se dejaron secar, posteriormente se bloqued con
leche libre de grasa al 5% durante 2 horas. Se lavé la membrana con PBST y se coloco
el anticuerpo primario anti-CTB (dilucion 1:500) y se incubd a 4°C por una noche. Al
siguiente dia se lavo la membrana con PBST, se afiadio el anticuerpo secundario anti-
IgG de ratén conjugado con peroxidasa de rdbano (dilucién 1:2000) por 2 horas y

finalmente se reveld por quimioluminiscencia en el equipo iBright system FL1000.
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IX. Resultados

9.1 Adaptacion de callos de linea Z4U de D. carota en medio MSU-9

A partir de los callos friables de la linea Z4 previamente establecidos en el LIPM
en medio MS basal, se comenz0 la adaptacion de callos de la linea Z4U al medio MSU-
9. El cual contiene una fuente de nitrdgeno adicional con urea (1.6 g/mL) y se eliminé
el uso de fitorreguladores. Los callos generados fueron subcultivados cada 20 dias en
medio fresco, esto permitio obtener después de 7 subcultivos continuos su adaptacion

y establecimiento celular, como se muestra en la figura 2.

En el proceso de adaptacion los callos de la linea Z4U al medio MSU-9 se
observé un cambio de coloracion verde-amarillo a crema con coloracion café al dia 21,
indicando una posible oxidacién por compuestos fendlicos catalizados por la enzima
polifenol oxidasa que produce quinonas, las cuales generan dafio y hasta muerte
celular (Bray et al., 2000). Este tipo de oxidacion ya se ha visto en otros cultivos sin
fitorreguladores, como report6 Gémez et al., (2006) y Feeney et al., (2007), que lo
atribuian a la produccién de fenoles. Una solucién planteada por Valdez-Balero y
colaboradores en 2002, es la adicion de agentes antioxidantes, como acido ascorbico,
acido citrico o un adsorbente al medio (carbon activado) para evitar el dafio en los
callos. Sin embargo, en este caso al pasar varios subcultivos y como el medio MSU-9
contenia PVP, no fue necesario adicionar o cambiar de antioxidante ya que después

de 7 subcultivos las células crecieron bien.
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Figura 2. Adaptacion de callos de la linea Z4U de Daucus carota en medio de cultivo MSU-9.

9.2 Cinética de crecimiento de callos de la linea Z4U de D. carota

Una vez establecidos los callos de la linea Z4U en medio MSU-9 sin
fitorreguladores, se llevé a cabo una cinética de crecimiento durante 24 dias en las

condiciones mencionadas en la metodologia.

En la Figura 3, se muestran los resultados de la curva de crecimiento de los
callos en peso seco (PS) por 24 dias. Al inicio de la cinética se observo una fase de
adaptacién llamada fase de adaptacion o fase lag, la cual abarcé del dia 0 al dia 15,
indicando que los callos requerian mayor tiempo para adaptarse a las nuevas
condiciones nutricionales del medio comparados con los medios estandares en los que
crecia la linea Z4. Posteriormente, del dia 18 al 24 se observd la fase exponencial (log)
de crecimiento con una maxima produccion de biomasa de 0.1g/PS al dia 24, esto
representa 2.5 veces mas que el inoculo inicial (0.031 pg/g PS). Con estos datos se
calculé la y= 0.028/d y td= 24 dias. La fase estacionaria y de muerte celular no se
reporta, ya que era importante para este trabajo verificar los dias de mayor crecimiento

en callos y produccion de la proteina LTB-Syn.
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Figura 3. Curva de crecimiento en PS de callos de la linea Z4U de D. carota
en medio MSU-9.

9.2.2 Viabilidad celular de cultivo de callos de D. carota

Para validar el crecimiento celular durante la cinética de crecimiento se uso la
técnica de diacetato de fluoresceina (DAF) y se calculd el % de viabilidad celular. Al
ingresar el DAF por la membrana celular, se hidroliza por las esterasas intracelulares
en células viables, lo cual genera la fluorescencia. Para retener la fluoresceina dentro
de la célula es necesaria la integridad de la membrana y se puede visualizar la

fluorescencia con ayuda de un microscopio de fluorescencia.

Al observar los callos de la linea Z4U de D. carota al microscopio de
fluorescencia, se observo que el cultivo mantuvo una viabilidad del 100% durante 14
dias, posteriormente al dia 15 disminuy¢ ligeramente a 96% y posteriormente al dia 21
se observo un 95% de viabilidad celular (Figura 4).
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Figura 4. Curva de crecimiento en PS y viabilidad celular de callos de la linea
Z4U de D. carota en medio MSU-9.

En cuanto a la morfologia celular, a partir del dia 6 de la cinética, se observaron
células redondeadas y algunas alargadas, donde se aprecia la fase de division celular.
Para los dias 12 a 18, las células alargadas se observaban mas que las células
redondeadas y posteriormente entre los dias 21 y 24 se empezaron a observar en su
mayoria agregados celulares, indicando una adhesion de la pared celular entre células,

lo cual ayuda al transporte de metabolitos (Figura 5).

Figura 5. Morfologia y viabilidad de callos de la linea Z4U en diferentes dias
de la cinética de crecimiento observadas bajo el microscopio de fluorescencia
a 40X en presencia de DAF.
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9.3 Deteccidn del transgén LTB-Syn durante la cinética de crecimiento de D. carota

Para comprobar la expresion del transgén LTB-Syn expresado en la linea Z4U
durante la cinética de crecimiento con el medio MSU-9 se realiz6 un PCR con primers
especificos para el transgén. Una vez obtenido DNA nuclear, se confirmo la presencia
del transgén LTB-Syn con bandas de peso molecular esperado de 737pb en los callos
de la cinética al dia O (carril 5) y dia 24 (carril 6), mientras que la linea no transformada
WT (carril 3) no mostré amplificacion (Figura 6).
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Figura 6. Deteccion del transgén LTB-Syn por PCR durante la cinética de crecimiento.
Carril 1, marcador de peso molecular (1kb); Carril 2, control negativo reactivos (-);
Carril 3, control negativo linea no transformada (WT); Carril 4, control positivo; Carril
5, dia O; Carril 6, dia 24 cinética. Peso molecular esperado del transgén (737pb) en la
flecha roja.

9.4 Deteccién de la proteina LTB-Syn por Dot-blot en cultivos de D. carota.

La presencia de la proteina LTB-Syn en los callos de la linea Z4U durante la
cinética se realiz0 mediante la técnica de Dot-blot. Los resultados mostraron que
existia una reactividad positiva en todas las muestras respecto al control negativo (WT)
al generarse la inmunodeteccion en la membrana de nitrocelulosa como se muestra

en la Figura 7.
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Para este andlisis, se coloc6 una muestra de CTB como control positivo (+), una
muestra de la linea no transformada (WT) como control negativo, una muestra de Z4
confirmada como control positivo y las muestras de extractos de proteina total de la
linea Z4U durante los diferentes dias la cinética en medio MSU-9 (puntos 1 al 7, de la
Fig. 7). Con este analisis se confirmd la expresion y la presencia de la proteina LTB-

Syn en la linea Z4U crecidos en el medio de cultivo MSU-9.
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Figura 7. Deteccion de la presencia de la proteina LTB-Syn por Dot-blot. Los extractos
de proteinas solubles totales de cada una de las muestras obtenidas en la cinética y
los controles se sometieron a inmunodeteccion con suero anti-CTB. Carriles: (+) CTB
control positivo; (WT) control negativo linea no transformadas; (Z4+) control positivo;
(1) Dia 0 cinética; (2) Dia 6 cinética; (3) Dia 12 cinética; (4) Dia 15 cinética; (5) Dia 18
cinética; (6) Dia 21 cinética; (7) Dia 24 cinética.
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9.5 Produccion de la proteina LTB-Syn

En la Figura 8, se observa la curva de produccién de la proteina LTB-Syn
producida por D. carota durante los diferentes dias de la cinética. Se observo que los
dias con mayor produccion de LTB-Syn fueron al dia 15 con 0.23 pg/g PS y al dia 18
con 0.25 pg/g PS, posteriormente la expresion de LTB-Syn fue disminuyendo del dia

21 al 24 con una produccion final de 0.09 pg/g PS.

Biomasa PS (g) ——LTB-Syn [ug/g PS]

1 027

1 022

4 017

Biomasa PS (g)
LTB-Syn [ug/g PS]

4 012

0.07
0 3 6 9 12 15 18 21 24

Tiempo en dias

Figura 8. Produccién de proteina LTB-Syn y curva de crecimiento (PS) de la
linea Z4U de D. carota en medio MSU-9.

En la Tabla 3 se muestra una comparacion de los valores maximos de
produccion de biomasa y proteina LTB-Syn obtenidos en los cultivos de D. carota en
medio MS basal y medio MSU-9, los cuales seran detallados en la discusion.
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Tabla 3: Comparacion de valores méaximos de produccion de biomasa y proteina LTB-Syn en

medio MS basal y medio MSU-9 a nivel de callos de D. carota, crecidos.

Medio de cultivo Biomasa Proteina LTB-Syn Dias de mayor produccion
MSU-9 conureaysin | 1.7—-2.2gPF | 0.23-0.25 ug/g PS 15y 18
fitorreguladores
MS basal con 3.0-3.6gPF | 0.16 -0.17 pg/g PF 15y 25

fitorreguladores
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X. Discusion
10.1 Cinética de callos de la linea Z4U en medio MSU-9

A partir de un andlisis factorial previamente reportado (Carrefio-Campos et al;
2024) se inicio el establecimiento de cultivos de callos celulares de la linea transgénica
Z4U de D. carota en un medio MS adicionado con urea y en ausencia de
fitorreguladores denominado MSU-9. El comportamiento de los callos de la linea Z4U
durante la cinética, es similar a lo reportado con la linea Z4 en medio MS basal
adicionado con 2,4-D y Cinetina (Carrefio-Campos, 2019), en donde la curva de
crecimiento tenia una fase lag de 15 dias, y una fase exponencial entre los dias 20 y
25 en condiciones de fotoperiodo (16h luz/8h oscuridad) a 25°C. Es importante
mencionar que los dias de cinética entre ambos cultivos son distintos, en este trabajo
se hizo cada tercer dia con el fin de encontrar el inicio y el fin de las fases de adaptacién
y exponencial que puedan servir mas adelante para el establecimiento de células en
suspension. Caballero y Cardona (2007) sefialan que una fase lag se puede extender
debido a la densidad del inéculo, al origen de este y condiciones de crecimiento.
Durante la cinética de callos se observaron cambios morfolégicos en forma de
agregados celulares conforme los dias pasaron, esto se debe a la tendencia natural
de agregarse que es mediada por la cohesividad de la pared celular, la cual permite la
comunicaciéon de célula a célula que ayuda al transporte de intermediarios necesarios
para la biosintesis de metabolitos secundarios y proteinas (Trejo-Tapia y Rodriguez-
Monroy, 2007). Curtis y Emery en 1993, reportaron el aumento de la presencia de
agregados celulares en los ultimos dias de cinéticas en células de Nicotiana tabacum
cultivadas in vitro. A su vez, Carrefio-Campos en 2019, reportd agregados celulares
en el cultivo en callos de la linea Z4 de D. carota en medio MS basal adicionado con

fitorreguladores.

El cultivo con el medio MSU-9 resulta muy atractivo biotecnologicamente, ya
gue es importante para la obtencion de condiciones de operacion rentables y

estrategias de cultivo que reduzcan el costo de produccion de la proteina LTB-syn
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sobre todo cuando se busca un biofarmaco que evada el proceso de purificacion para
su administracion por via oral, ademas de que el uso de fitorreguladores puede ser
dafiino para la salud humana. La agencia internacional de investigacion del cancer de
la OMS afiadio en el 2015 a ciertos fitorreguladores, destacando 2,4-D, en la categoria
de “posiblemente cancerigeno para el ser humano” (OMS, 2015). Por ahora, no hay
informes en donde se hayan cultivado células de D. carota sin el uso de

fitorreguladores para la produccion de vacunas orales.
10.2 Andlisis comparativo de produccion de biomasa y proteina LTB-syn

La comparacion de los valores maximos de biomasa y proteina LTB-Syn
obtenidos con los medios de cultivos MS basal y MSU-9 en callos se resumen en la
Tabla 4. En la produccion de callos se observa una mayor biomasa con valores de 3.0
a 3.6 g/PF en los cultivos de MS basal adicionados con 2,4-D y cinetina, lo cual
concuerda con lo reportado con el uso de auxinas, ya que tienen la capacidad de
estimular una mayor division celular e influir en la regulacién del ciclo celular, asi como
influir en la proliferacién de callos (Alvarenga et al., 2002; George, 2008). Sin embargo;
aunque la produccion de biomasa en la linea Z4U con el medio MSU-9 durante la
cinética fue mas lento, se obtuvieron valores de 1.7 a 2.2 g PF de biomasa, similares
al medio MS basal. Esto podria deberse a que estos callos provenian de cultivos
establecidos con fitorreguladores de crecimiento, siendo una respuesta de adaptacion
a las nuevas condiciones y una expresion tardia del efecto con el tratamiento previo.
Resultados similares se han obtenidos con medio MS sin fitorreguladores respecto al
medio MS suplementado con diferentes concentraciones de fitorreguladores de

crecimiento (Pelah et al., 2002).

Es importante mencionar que la transformacion genética de la linea Z4 de D.
carota que fue mediada por Agrobacterium que contiene las secuencias de plasmidos
Ti (inductores de tumores) y los genes 1 pTiA6 y 2 pTiA6 implicados en la produccién
de auxinas endogenas (Willmitzer et al., 1983). Se ha demostrado que el gen 2 pTiA6

gue codifica para una amino hidrolasa es capaz de convertir la indol-3-acetamida en
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acido indol-3-acético, que es la auxina natural activa en los tejidos vegetales (Schroder
et al., 1984). Por lo que después de siete subcultivos continuos los callos proliferaron
sin problemas y se adaptaron al medio MSU-9 sin la adicion de fitorreguladores
exogenos, deduciendo asi que la linea Z4U estaba produciendo sus propias auxinas
en el medio. Ademas actualmente los cultivos de callos de la linea Z4U tienen
creciendo 23 meses, lo que corresponderia a 34 resiembras en el medio MSU-9 sin

fitorreguladores.

La produccion de la proteina LTB-Syn fue favorecida en ausencia de los
fitorreguladores en el medio MSU-9 como se puede observar en la Tabla 3, fue
beneficiada por la adicion de urea inicialmente. La urea representa una fuente eficiente
de nitrégeno por ser facilmente disponible y por incorporarse a la planta mas rapido
que otro tipo de nitrégeno como la adicién de aminoacidos (Ma et al., 2019). Las células
vegetales pueden sintetizar glutamina a partir de la urea mediante la sintetasa de
glutamina, a su vez la glutamina es uno de los aminoacidos que interviene a la
composicion de proteinas. Se ha comprobado que el aumentar las cantidades de
fuentes de nitrégeno ayuda a incrementar la produccion de proteinas recombinantes
de 10 a 20 veces mas (Holland et al., 2010). Por lo tanto, determinar los dias de mayor
produccion de la proteina LTB-Syn durante la cinética de crecimiento en el medio MSU-
9 fue uno de los parametros importantes en este trabajo, ya que esto ayudara mas
adelante a establecer la produccion constante de proteina LTB-Syn en un cultivo tipo
lote alimentado a nivel de biorreactor.

El analisis de PCR se realizé principalmente debido a que el medio MSU-9 no
cuenta la adicion de fitorreguladores y existia la posibilidad que la linea transformada
perdiera el gen recombinante, sin embargo; los resultados confirmaron que tanto al
inicio como al final de la cinética estaba presente el transgén LTB-Syn en la linea Z4U
y no afecto en nada su expresion en ausencia de fitorreguladores mostrando la
presencia del transgén LTB-Syn con un tamafo esperado de 737 pb. Asi mismo, en el
ensayo de Dot blot se confirmé la presencia e integridad de la proteina LTB-Syn

durante toda la cinética de crecimiento.
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Estos resultados son importantes para la produccion de proteina LTB-Syn, ya

gue una vez establecidos los cultivos en suspension de la linea Z4U de D. carota se

podra mejorar el rendimiento de biomasa y produccién de la proteina LTB-Syn en un

futuro. Ademas, establecer el cultivo de células en suspension de la linea Z4U ser&a

importante para incrementar la velocidad de crecimiento celular y a su posible

escalamiento a biorreactor.

X. Conclusiones

XI.

Se establecio por primera vez un cultivo celular de callos de linea celular Z4U de
D. carota sin fitorreguladores.

Se caracterizaron los parametros de crecimiento celular de callos de la linea celular

Z4U con una p y td similar al cultivo de MS basal.

Se detecto el transgén LTB-Syn de la linea celular Z4U por PCR al inicio y final de

la cinética de crecimiento.

Se comprob6 por Dot blot y ELISA la presencia e integridad de la proteina LTB-Syn
expresada en callos de la linea celular Z4U de D. carota al inicio y final de la cinética

de crecimiento.

Perspectivas

Establecer cultivos en suspension de la linea celular Z4U de D. carota en medio de
cultivo MSU-9.

Caracterizar la cinética de crecimiento en suspension en matraz de la linea celular
Z4U de D. carota, para incrementar la produccion de la proteina LTB-Syn y tener

un procesamiento biotecnolégico mas rentable.

Escalar a nivel de biorreactor los cultivos de la linea celular Z4U de D. carota.
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Por este conducto, los catedraticos suscritos comunicamos a Usted, que hemos revisado el
documento que presenta la Pasante de Bidlogo: C. Sahara Dubraiicka Elguea Zarate, con el
titulo del trabajo: Establecimiento y caracterizacion de la linea Z4 de Daucus carota para la
produccion de la proteina LTB-Syn de interés contra Parkinson.

En calidad de miembros de la comision revisora, consideramos que el trabajo reune los requisitos
para optar por la Modalidad de Titulacion por Tesis Profesional por Etapas como lo marca el

articulo 26° del Reglamento de Titulacion Profesional vigente de la Universidad Autonoma del
Estado de Morelos.

Atentamente
Por una humanidad culta

JURADO REVISOR FIRMA

PRESIDENTE: M. EN C. LAURA PATRICIA LINA GARCIA

SECRETARIO: DR. JOSE DE JESUS ARELLANO GARCIA

VOCAL: DRA. ANABEL ORTIiZ CALTEMPA

SUPLENTE: DRA. ELBA CRISTINA VILLEGAS VILLARREAL

SUPLENTE: M. EN B. CHRISTIAN CARRENO CAMPOS
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

| presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es vélido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

ANABEL ORTIZ CALTEMPA | Fecha:2024-05-09 15:10:27 | FIRMANTE

V+PI17/55JL7uc41p5WU2NmM1INQgRIV6BaErkGnIXbgPgQv2m12igr6 DP2krsqZ696eHpK8/jvBAEIQQYdF7nD1XAizAj7plUmgQBCdgXoa++X0MWdnDKdMSLghwSZRHsg97owB
DH6kfIPYx1QOtPx57ke1cAvOx4dIGIbHBhgBS6mMKu+y4RKkAECZ5KLOr+kCFRhmM6SpZ4rY QMYxDBQ+W9p5ShEZQmP71b62GYL+vcYdxn4FuOTy4KQ+GoJl+ed5y601peUw
0q0109algquOYGzYO0xg+wd8z/pLgdYHDMAb3uNon8En4c+e+k//uhqudafGCOO/FTF/eZsrahvIi8HeNg==

JOSE DE JESUS ARELLANO GARCIA | Fecha:2024-05-09 15:22:01 | FIRMANTE

is4SibImKMhul4joyjN1SvAzum5dQjf+05cGt8MROSpGLS|E9e99TzLysWO9vY CCNOMYPngDi4ggQ+TKGHYyU3E+VhkB7AHNfVE9+oujx5eLhn5DdQXRt+ListpGf/7UUZ+YVEBCM
SAbfBOgu8Yd23ilBVjYi33ZHARIyLgXOEsR|Bs5sP1eemh6DE/aVytvc780wK4XYGACStHRM7NOzY65KCLIC3+F1EQghShpDpw7/e20wge0C0044jEJsBGXMGN61z3115rSZ5qc
Ynu3rtkZQBY Xjo6lbp+RPOYki7eBdiqzM833D1pPXNys61G3u9xQvOAM4adKg5D9/CcXakA==

LAURA PATRICIA LINA GARCIA | Fecha:2024-05-09 16:32:39 | FIRMANTE
OHhUGhCjDKRQMkQOQyF9JqIRUveKQEOfEaa/iQs7p+g7WIDvqO0jpOKVsgeulrjYubzARZW8giOiXhQ6Welv/AmmLbaY Y49NO9xgBy8J9JdzE+AaQ8qa207n01sP2LIvL9feplX
wljgiGuvLvimaZrXeoLFIPITo80jFrqLasJg0OvODF5RDcMwCkXbk/NYo0eJpgxSm6IRzoQToxO+LPS8hnROrkZmiN4LX/UbS1DSmMild6H2Xhc/v5hV2SjPmimoXnvStcv+NIuFk7Puk
ViHfMtP6COE3cdbn8Kz/yOwI5SzzGwaTXUaZQYJfRrllsgAZ8ZD0imOQvQ2CPY9chpA==

CHRISTIAN CARRENO CAMPOS | Fecha:2024-05-09 17:09:44 | FIRMANTE
rAE67T+aiylLdAYn7IliLOVFMO02V4YNjVg6C5FSB0y995BjiJRRCGIKNPZbnrYx55KiUY3LhsD1JuvardakuKmYG/FaclFrMdnGRwLIF2MsNgWhXYVRR9xsPqk8115bsoBMoDMEM
geNCZwwYTT5QWFW9AIiaY utKXd+EUUibm2csdWXUODro4EnMy0OwqrSZeBzYaQ3pRjvsaA4t2gY INVKM2A6WIXNYoaW9oRY/kGCDvaTRu68t+sk/y40EAYcrWwWH858qSDwL
RvLpgvPOeFILdVUEtD8xNveQIVGOKEqQ+1KjgONWk161fK2YgsAUedeStOpTWN7W1SqPsSEEKs+8npQw==

ELBA CRISTINA VILLEGAS VILLARREAL | Fecha:2024-05-10 09:53:11 | FIRMANTE
OxGgaVPR/4toDANENRdLL442+0xJs01xwKagHJINfrwWghH7Tk3afs/KmagzcU+M]5IWFGZU4cScs45rfVmCqyDSlocY 9gxfAlghok+nG2/GxZI3bFIPairrAi9XYbeWQDf3I1cSGiYf
VOYiCaDhTKPRfdghPFFTrF67NLULeygJGofZQUL/SberiSgkYIMPk/7ThUNRXQHC7ebPzyNB2LV/quhMPU+TvbcZCWQkOCKanwpOoXNouY9hyd+Rs+uTrb+GCGgjD8ZJimPztW
kvFIKJjkUVpho74g+gs8R9+btrOkQ1hGQyAVVFbEONNIk4pixfoXQNVJIzyREFA70I0GNYw==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccién electrénica o
escaneando el cédigo QR ingresando la siguiente clave:

cISJOGIMO

https:. //eflrma uaem.mx/noRepudio/OYkXxKmKxLHx6BmefzGInK3InHkxn4BR
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