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RESUMEN

A partir de callos friables de una linea silvestre (WT) y una transgénica (Z4)
transformada con el gen LTB-Syn en Daucus carota adaptados en medio MS sélido
suplementados con 30 g L'! de sacarosa, y fitorreguladores (2,4-D y cinetina a 2 mg
L'1) en condiciones de fotoperiodo. Se evaluaron los parametros cinéticos de
crecimiento de estas dos lineas a partir de 1g de in6culo por 40 dias, los cuales
fueron importantes para determinar la velocidad de crecimiento especifica (1) y el

tiempo de duplicacion (td).

Se iniciaron los cultivos de células en suspension solo de la linea Z4 de D. carota
en medio liquido MS adicionado con 30 g L de sacarosa, Yy fitorreguladores (2,4-D
y cinetina a 2 mg L) en condiciones de luz constante a 25 umol st m2y en agitacion
a 110 rpm. Se llevo a cabo la determinacion de parametros cinéticos de las
suspensiones creciendo en matraz agitado con 10 % de in6culo por 45 dias y en
biorreactor air-lift de 2L por 30 dias. Se analizaron la viabilidad celular, el pH del
medio de cultivo, el consumo de azlcares totales, el peso fresco, peso seco y la
produccion de la proteina quimérica LTB-Syn. En una cinética tipo-lote para el
cultivo en suspension en matraz agitado de 250 ml se registré una biomasa maxima
de 16.9 g L*ps a los 15 dias, una velocidad de crecimiento especifica de (1) 0.084
dias™? y un tiempo de duplicacién (td) de 8.2 dias. Mientras que en el cultivo en
biorreactor air-lift de 2L se obtuvo una biomasa maxima de 35.2 gL' PS, una p de
0.072 dias™ y un td de 9.6 dias, a los 15 dias. El crecimiento de la biomasa se
incrementd un 200% en biorreactor. La produccion maxima de la proteina LTB-Syn
en matraz fue de 0.922 ug/gPF al dia 18 y de 1.52 ug/gPF al dia 15 en el biorreactor
air-lift. Si bien la obtencién de la maxima biomasa fue similar en ambos sistemas (a
los 15 dias), la produccion méxima de la proteina LTB-Syn fue tres dias menos en
el biorreactor, debido probablemente a un menor estrés de agitacion lo cual mejora

la transferencia de nutrientes y oxigeno disuelto.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo son de suma importancia, ya que el

cultivo de la linea transformada Z4 representa el primer reporte de un cultivo in vitro

IX



de células en suspension proveniente de zanahoria generado a nivel matraz de 250
ml y biorreactor air-lift de 2L para la produccién de una vacuna experimental con
bajo costo contra la enfermedad de Parkinson. Ademas, los resultados obtenidos
en las cinéticas sientan las bases para la realizacion de nuevos proyectos con otras
estrategias de cultivo que permitan mejorar de forma continua el rendimiento de la

biomasa y la produccion de la proteina LTB-Syn.



ABSTRACT

Cell cultures of friable callus from a Daucus carota wild-type line (WT) and a
transgenic one (Z4) transformed with the LTB-Syn gene, previously adapted in
photoperiod condition. The kinetic growth parameters of these two lines were
evaluated from 1g of inoculum for 40 days, which were important in determining the
specific growth rate (i) and the doubling time (td).

Cell suspension cultures were initiated in D. carota in liqguid medium MS added with
30 g L of sucrose and phytohormones 2,4-D and kinetin 2 mg L1, under constant
light conditions at 25 ymol s m2 and agitation at 110 rpm. Kinetic parameters in the
stirred flasks with 10% inoculum were carried out for 45 days and in the air-lift
bioreactor of 2L for 30 days were determined. Cell viability, pH of the culture medium,
consumption of total sugars, fresh weight, dry weight and the concentration of
chimeric protein LTB-Syn were analyzed. A maximum biomass of 16.9 g L' DW at
15 days, a specific growth rate of (u) 0.084 days™ and a doubling time (td) of 8.2
days were recorded in a batch kinetics for the suspension culture in stirred flasks. In
the case of 2L air-lift bioreactor culture, a maximum biomass of 35.2 g L DW, u of
0.072 days™ and td of 9.6 days were obtained at 15 days. Biomass growth increased
by 200% in the bioreactor. The maximum production of the LTB-Syn protein in the
stirred flasks were 0.922 pg/gFW at day 18, whereas the air-lift bioreactor led to 1.52
MO/gFW at day 15. Although obtaining the maximum biomass was similar in both
systems (at 15 days), the maximum production of the LTB-Syn protein was three
days less in the bioreactor, probably due to less agitation stress which improves the

transfer of nutrients and dissolved oxygen.

The results obtained in the present work are outstanding, since the cultivation of the
transformed line Z4 represents the first report of an in vitro culture of cells in
suspension from carrot generated at the level of flask of 250 ml and air-lift bioreactor
of 2L to produce an experimental vaccine against Parkinson's disease at low cost.

In addition, the results obtained in the present work open new research possibilities,

Xi



including cultivation strategies to improve the yield of the biomass and the production

of the LTB-Syn protein.
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I. INTRODUCCION

Las enfermedades neurodegenerativas (ENDs) tienen un gran impacto en la
salud humana a nivel mundial. Hasta la fecha no existen tratamientos efectivos
disponibles. Se han propuesto como alternativa terapéutica la vacunacion, para las
enfermedades neurologicas como la enfermedad de Alzheimer, la enfermedad de
Parkinson, la enfermedad de Huntington y la esclerosis mdltiple. En las ultimas dos
décadas se han propuesto la produccion de vacunas orales relevantes contra las
ENDs, a partir de sistemas basados en plantas transgénicas como fuente de
biofarmacéuticos recombinantes (BF). Entre las ventajas de los productos
biofarmacéuticos a partir de plantas se incluyen: el bajo costo y seguridad, el
procesamiento pos-traduccional, entre otras. La obtencién de productos BF
mediante el uso de cultivos de células vegetales en biorreactores es prometedora,
ya que ofrece la posibilidad de producir sustancias de interés de una manera mas
controlada a un mayor volumen y calidad, en comparacion con los sistemas

tradicionales de produccion.

Varias especies de plantas se han utilizado para la produccion de productos
BF entre ellos las vacunas. Por ejemplo, en las células de tabaco se desarroll6 la
primera vacuna ya aprobada por el Departamento de Agricultura de Estados Unidos
(USDA, por sus siglas en inglés) para el virus Newcastle (Mihaliak, et al. 2005). En
cuanto a las vacunas producidas en tejidos de zanahoria se han desarrollado cuatro
con potencial inmunoprotector en animales de prueba contra el sarampion,
clamidias, tuberculosis y célera (Rosales-Mendoza et al., 2011, Uvarova et al. 2013).
Ademas, se han producido tres enzimas, una citocina y un anticuerpo (Kizhner, et
al. 2014, Osman, et al. 2013), sin embargo, los cultivos de células en suspensiones
en biorreactores no se han aplicado en el desarrollo de vacunas. El caso mas
notable hasta ahora en Daucus carota es la produccion comercial de la alfa
taliglucerasa (Elelyso®) aprobada en humanos por la Administracion de Alimentos
y Medicamentos (FDA, por sus sigla en inglés) en mayo de 2012 para la terapia de
reemplazo enzimatico (ERT, por sus sigla en inglés) en pacientes con la enfermedad

de Gaucher de tipo 1 (Shaaltiel, et al. 2007). Esto, sin duda, refleja el interés de



producir biofarmacos mas accesibles y econémicos bajo una administracion oral,
sin purificaciones ni procesamientos adicionales, por lo que, el objetivo del trabajo
que aqui se presenta consiste es establecer cultivos de células en suspension en
matraz agitado de 250 ml y biorreactor air-lift de 2L de la linea Z4 transformada con
el gen LTB-Syn en Daucus carota para la produccién de la proteina quimérica LTB-
Syn, la cual se ha demostrado mediante ensayos de inmunogenicidad tener la
capacidad de inducir respuestas humorales en ratones BALB/c con la presencia de
anticuerpos anti-Syn en el suero de los animales inmunizados después de la
administracion oral (Arevalo-Villalobos et al. 2017), lo que sugiere el desarrollo de
una vacuna experimental de origen vegetal contra la enfermedad de Parkinson con

ventajas potenciales como bajo costo, facil escalamiento y administracion.

Il. MARCO TEORICO

2.1 Enfermedades neurodegenerativas

Las enfermedades neurodegenerativas constituyen un grupo de desérdenes
del sistema nervioso, multifactoriales y debilitantes que afectan a aproximadamente
60 millones de individuos en el mundo. Entre ellas destacan la enfermedad de
Alzheimer (EA), la Esclerosis Lateral Amiotrofica (ELA), la enfermedad de
Huntington (EH) y la enfermedad de Parkinson (EP). Estas enfermedades son
perniciosas y dificiles de detectar cuando comienzan, desarrollandose de forma

progresiva y con un curso que no puede ser retardado (Jameel et al., 2016)

La neurodegeneracion se da como resultado de disfuncién y muerte neuronal,
debido a la degeneracion axonal/dendritica y la ruptura de las transmisiones
sinapticas. Los sintomas mas comunes de las enfermedades neurodegenerativas
son la demencia, desérdenes del movimiento y enfermedades de las neuronas
motoras (Skovronsky et al., 2006). Adicionalmente, la disfuncién mitocondrial, el

estrés oxidativo y/o los factores asociados a la edad han sido implicados en la
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neurodegeneracion. La etiologia molecular exacta de las enfermedades
neurodegenerativas contintia siendo desconocida, a pesar de que se han propuesto
multiples hipotesis a lo largo del tiempo. Muchos de los rasgos patolégicos
compartidos entre estas enfermedades proporcionan una base robusta para la
busqueda de compuestos capaces de combatir la toxicidad inducida por glutamato,
compuestos antiinflamatorios y neurotropicos, asi como inhibidores de las
monoamino oxidasas. Actualmente los neurocientificos buscan entender los datos
obtenidos a partir de los estudios de estos mecanismos béasicos dentro de las
neuronas sinapticas la cuales se encuentran fuera de control ocasionando la
neurodegeneracion. Descifrar estas novedosas evidencias representa un desafio
para la identificacién de farmacos y biomarcadores genéticos especificos como
herramienta de apoyo en el diagnéstico temprano y tratamiento de estas

enfermedades neurodegenerativas.

2.2 Enfermedad de Parkinson

La enfermedad de Parkinson (EP) es una de las principales patologias de
caracter neurodegenerativo, que fue descrita por primera vez en el afio 1817 por el
médico ingles James Parkinson. Posteriormente, se modificd la descripcion de la
sintomatologia, destacando el temblor en reposo, la rigidez, alteraciones en el
equilibrio y la lentificacion en los movimientos, y la denomind “enfermedad de
Parkinson” en honor a James Parkinson (Goetz, 2002). Actualmente, la EP se
considera la segunda enfermedad de trastorno neurodegenerativo mas comun
después de la enfermedad del Alzheimer (Tanner y Aston, 2000). Se estima que
afecta al 1-2% de la poblacion por encima de los 65 afios (Alves et al; 2008). La
fundacion de la enfermedad de Parkinson (Parkinson’s Disease Foundation) estima
gue actualmente hay mas de 10 millones de personas con Parkinson a nivel mundial
(http://www.pdf.org/en/parkinson_statistics). La lesién fundamental de la EP recae
en el dafio y degeneracion de las neuronas ubicadas en la sustancia negra pars

compacta (SNpc), que forma parte de los ganglios basales (GB). La funcion de estas



neuronas es producir dopamina para un buen control del movimiento, mientras que
la funcion de los GB es mantener la postura del cuerpo y extremidades, la
produccion de movimientos espontdneos (como parpadeo) y automaticos, que
acompafan a un acto motor voluntario (como el balanceo de brazos al andar). La
mayoria de los pacientes con EP son idiopaticos (de causa desconocida) sin
antecedentes familiares directos. Sin embargo, mas del 10% de los casos son
genéticos con una herencia autosémica dominante como en los casos con
mutaciones en el gen alfa-sinucleina (SNCA), en la cual los agregados de la
proteina alfa sinucleina (a-syn) son el principal signo patolégico a nivel celular
(Goedert, 2001). Las causas precisas de la EP siguen siendo desconocidas, pero
los siguientes factores de riesgo estan asociados a la patogénesis: envejecimiento,
factores ambientales, estrés oxidativo, disfuncion mitocondrial, factores genéticos
(Jellinger, 2014). De los factores de riesgo ambientales se sabe que algunos
agentes toxicos estan involucrados en el desarrollo de la enfermedad. Por ejemplo,
un agente ambiental inductor de Parkinson es el 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-
tetrahidropiridina (MPTP) (Langston, et al. 1983).

Clinicamente, la EP se caracteriza por tres sintomas motores principales:
rigidez muscular, bradicinesia (lentitud de movimientos) y temblor en reposo.
Ademas, a menudo se observa inestabilidad postural (Savitt, et al. 2006), mientras
gue el deterioro cognitivo estd presente principalmente en pacientes con etapas
avanzadas de la enfermedad. Adicionalmente, los pacientes con EP presentan
diferentes manifestaciones no motoras, que incluyen trastornos neuropsiquiatricos,
disfuncién autonémica, hipoxemia (anomalias en la percepcion olfativa), fatiga,
ansiedad, depresion y trastornos del suefio. Otra de las -caracteristicas
fundamentales de la enfermedad de Parkinson es la presencia de inclusiones
citoplasmaticas proteinicas intraneuronales, denominadas cuerpos de Lewy (figura
1, C). Los cuerpos de Lewy son agregados esféricos de proteinas citoplasmaticas,
compuestos por numerosos tipos de proteinas: a-sinucleina, parkina, ubiquitina y
neurofilamentos. Se encuentran presentes en todas las areas cerebrales afectadas
(Spillantini et al., 1998).
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Figura 1. Representacion caracteristica de la neuropatologia de la
enfermedad de Parkinson. Proyeccion de axones del sistema nigroestriatal
localizado en la SNpc hacia el putamen (A y B). En (C) inclusiones
citoplasméticas de cuerpos de Lewy (imagen tomada de Dauer y
Przedborski, 2003)

Las neuronas del sistema nigroestriatal tienen su cuerpo celular localizado en
la SNpc, proyectando sus axones principalmente hacia el putamen. Dado que estas
neuronas poseen un alto contenido de neuromelanina (Marsden, 1983), la pérdida
de estas producida en la EP es la responsable de uno de los rasgos
neuropatolégicos de esta enfermedad; la despigmentacion observada en la SNpc
(figura 1, Ay B). Esta despigmentacién va siempre acompafada de una disminucién
en la expresion de mRNA del transportador de dopamina (DAT), llevando asociada
una disminucién en los niveles de dopamina en la regidén dorsolateral del putamen,
lugar de proyeccion de estas neuronas. Al comienzo de la sintomatologia de la
enfermedad, la disminucién en los niveles de dopamina en el putamen es de un
80%, habiéndose perdido un minimo del 60% de estas neuronas. Aunque la via

nigroestriatal es la mas afectada en la enfermedad de Parkinson, todas las vias
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dopaminérgicas ascendentes degeneran, aunque en distinta cantidad. Asi, las
neuronas del sistema mesolimbico, cuyos cuerpos celulares se encuentran en el
area tegmental ventral en contacto con la SNpc, se ven menos afectadas. Como
consecuencia de ello, hay una disminucion menor en los niveles de dopamina en
ndcleo caudado (Price et al; 1978). El tratamiento contra la EP se enfoca en
controlar los sintomas y reducir la velocidad de progreso de la enfermedad y
controlar los efectos secundarios procedentes de los farmacos que se usan para
combatirla. No obstante, en la actualidad no es posible curar la EP, solo se pueden
tratar los sintomas mediante el uso de diversos farmacos, los cuales ayudan a que
los pacientes puedan continuar con su vida diaria y disfruten en la medida de lo

posible de una calidad de vida durante varios afos.

2.3Tratamiento farmacoldgico contra el Parkinson

El equipo del Dr. Carlsson identific la falta de dopamina estriatal como la
causa principal de los sintomas motores parkisonianos (Carlsson et al; 1958). Desde
entonces, el objetivo del tratamiento contra EP es controlar los signos y sintomas
de la enfermedad durante el mayor tiempo posible, minimizando sus efectos
adversos. El tratamiento actual mejora la calidad de vida y la capacidad funcional
de 3 a 5 afios, sin embargo, a medida que pasa el tiempo la respuesta a los

farmacos disminuye y el paciente se incapacita (Marras y Lang, 2009).

La administracién de levodopa es el tratamiento mas eficaz que se dispone
para disminuir los sintomas motores de la EP y el mejor tolerado por los pacientes
(Hauser et al; 2009). Solo el 1% de una dosis oral de levodopa llega al cerebro
debido a su baja absorcion en el duodeno proximal por el sistema de aminoacidos
neutros. Esto hace que tenga una biodisponibilidad muy limitada y una escasa
tolerabilidad. Por ello se desarrollaron farmacos capaces de inhibir la actividad de
la enzima dopa descarboxilasa (DDC) a nivel periférico, aumentando de este modo

la cantidad capaz de alcanzar el cerebro, mejorando la seguridad y tolerabilidad del



tratamiento (Nagatsu y Sawada., 2009). Los inhibidores de la dopa-decarboxilasa
(IDDC), al ser administrados en conjunto con levodopa, aumentan 10 veces sus
biodisponibilidad, por lo que la dosis requerida disminuye hasta un 80% (Hauser,
RA; 2009). Los IDDC (carbidopa o benserazida) no atraviesan la barrera
hematoencefalica, solo actian en el metabolismo periférico de la levodopa
inhibiendo su descarboxilacién. Es asi como al asociarse disminuyen los efectos
secundarios mas relevantes, como nauseas, vOmitos, anorexias, sedacion e
hipotensién ortostéatica. Para prevenir el metabolismo periférico de L-dopa, y de esta
forma incrementar la duracién de sus efectos terapéuticos, se hace el uso de
inhibidores de la ICOMT (catecol-O-metiltransferasa), que aumentan la vida media
de la levodopa y su concentracion en el cerebro, permitiendo mejorar la funcién
motora del paciente, con una dosis diaria menor. Los ICOMT (ej., entacapona)
aumentan el tiempo on de 1.3-1.8h al dia en dosis de 200mg con cada levodopa
(Stocchi et al; 2008).

Los agonistas dopaminérgicos no ergoéticos (pramipexol, ropinirol, rotigotina)
son farmacos eficaces, que actlan sobre los receptores dopaminérgicos
postsinapticos, muy efectivos en fases avanzadas de la enfermedad, a pesar de la
degeneracion progresiva dopaminérgica (Martinez-Corral et al; 2008). El pramipexol
y ropinirol actian sobre los receptores D2 y D3. Por ser muy selectivos presentan
menos efectos secundarios autondmicos, 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 liberacién transdérmica, con mayor
afinidad a receptores D2 que por el D1. Entre sus ventajas estan la administraciéon
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) bloquean 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, 2010). 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 amantidina es otro

farmaco bien tolerado, con un efecto antiparkinsoniano, que puede ser usado como



un tratamiento inicial. Suele ser efectivo en discinesias, por sus propiedades
antagonistas del glutamato (Stocchi et al; 2008). Los anticolinérgicos (biperideno,
prociclidina, trihexifenidilo) son discretamente eficaces en el control del temblor
(Veiga y Gutiérrez, 2009).

2.4 Tratamientos alternativos contra Parkinson

Un punto de inflexion en el tratamiento de Parkinson avanzado fue el
descubrimiento de la implicacion del circuito de ganglios basales en el desarrollo de
la enfermedad. Esto renovo el interés por el uso de cirugias como forma de terapia
para EP. A pesar de que los cirujanos optaron inicialmente por técnicas ablativas,
el tratamiento quirdrgico mas usado en pacientes con Parkinson avanzado es la
estimulacion cerebral profunda bilateral del ndcleo subtalamico (Benabid et al.,
2009) o del segmento interno del globo palido tiene una mejora sostenida en la
funcién motora con reducciones de discinesias en los paciente con Parkinson. Con
esta técnica se benefician los pacientes que responden bien a la levodopa, con
complicaciones motoras graves que no se controlan facilmente con tratamiento
médico y que no presentan deterioro cognitivo (Pahwa et al; 2009). Sin embargo,
en los dltimos afios se han publicado una cantidad de efectos secundarios
importantes como consecuencia de este procedimiento, siendo estos de origen no
motor; como depresion, psicosis, confusién y desérdenes de control, pudiendo ser
debidos a la incorrecta colocacion de los electrodos en el nucleo subtalamico (STN).

En cuanto a los tratamientos futuros se pretende ofrecer formulaciones de
liberaciébn sostenida o parches de liberacidon transdérmica de levodopa, que
prolonguen su biodisponibilidad. Entre los farmacos mas prometedores que
exploran otros mecanismos de accion destacan los antagonistas de los receptores
de la adenosina A2A, como la istradefilina, que podrian tener un efecto
neuroprotector (Jenner et al; 2009). Hay un creciente interés en el uso de células
madre como tratamiento para EP. De momento, el uso de este método en humanos

esta limitado debido a la regulacion y control de seguridad al que estan sometidas



estas técnicas (Li et al., 2008). Otro hecho importante sobre las terapias actuales
de EP es que no reducen la tasa de pérdida de neuronas dopaminérgicas y, por lo
tanto, no afectan al curso de la enfermedad. Hasta la fecha, los intentos por generar

neuroproteccion en humanos, han sido infructuosos.

2.5 Epidemiologia de la enfermedad de Parkinson

Se ha estimado que la incidencia de la EP es de 6,3 millones a nivel mundial
y se prevé que para el 2030 llegaran a ser mas de 12 millones (WHO, 2016). La
prevalencia de la EP se estima del 3% al 10% de personas mayores de 65 y 80
afos. La edad de inicio de los sintomas suele ser entre los 40 y 70 afios. Algunos
estudios reportan una mayor prevalencia en hombres que en mujeres, debido a los
factores neuroprotectores de los estrdgenos como posible explicacion, aunque aun
es controvertido su papel (Lang y Lozano, 1998). En México se ha estimado una
prevalencia entre 40 a 50 casos por cada 100,000 habitantes/afio, calculandose que
para el afio 2030 esta cifra podria duplicarse o triplicarse por lo que conlleva a un
problema de salud publica debido a los altos costos de tratamiento, aunado a que
la EP es dificil su deteccion en las primeras etapas (SSA, 2017). Segun el informe
presentado en el Registro Mexicano de Enfermedad de Parkinson (ReMePARK),
los pacientes que presentan sintomas motores tardan entre 2.4 y 2.6 afios en ser
diagnosticados causando un impacto en el sistema econémico, de ahi laimportancia
de la deteccion temprana, ya que, al igual que otras enfermedades
neurodegenerativas, es fundamental que el tratamiento se otorgue desde el primer

momento en que se diagnostica (Cervantes-Arriaga, et al., 2013).

2.6 La proteina alfa sinucleina (a-Syn)
2.6.1 Expresion y localizacién de alfa sinucleina (a-syn)

La alfa sinucleina (a-syn) es una proteina predominantemente expresada en
el cerebro, especificamente se encuentra en estructuras como neocortex,

hipocampo, bulbo olfatorio, tAlamo, cuerpo estriado y cerebelo (Mori et al; 2002). El



nombre de sinucleina deriva de su aparente localizacién en terminales nerviosas
presinapticas y membranas nucleares, sin embrago la sinucleina no esta presente
en todas las terminales sinapticas, y curiosamente no todas las terminales acumulan
la proteina en desordenes neurodegenerativos (Clayton y George, 1999). Esto
sugiere una expresion selectiva y vulnerabilidad patogénica en ciertas poblaciones
neuronales. La a-syn pertenece a una familia de proteinas integrada por pB-
sinucleina o fosfoneuroproteina, y-sinucleina o persina. Solamente a-syn y p-syn se
expresan en cerebros de mamiferos (Maroteaux et al; 1988). Estas proteinas son
pequefias, solubles, estan altamente expresadas en los tejidos nerviosos y no

poseen una estructura secundaria y/o terciaria definida en condiciones fisioldgicas.

2.6.2 Estructura y funcién de alfa sinucleina (a-syn)

La a-syn es una proteina pequefia de 140 residuos de aminoacidos codificada
por el gen SNCA localizado en el brazo largo del cromosoma 4 en humanos (49B1.y-
gBp). Posee un peso molecular de 14.460 Da y un punto isoeléctrico tedrico de 4,67
gue resulta en una carga neta negativa a pH neutro (Uversky et al., 2002). Se
expresa en el cerebro y su sobreexpresion produce dafio neuronal, que no se
muestran cuando se suprime su expresion (lbafiez et al. 2004). Su secuencia de
aminoécidos esta dividida en tres regiones (figura 2):

1.- El dominio N-terminal comprende los residuos aminoacidicos de 1 a 60. Las tres
mutaciones encontradas en la EP familiar estan localizadas en esta region, en las
posiciones A30P, E46K y AS53T. Este dominio se caracteriza por presentar
aproximadamente 7 repeticiones imperfectas de 11 aminoacidos con un motivo
hexamérico altamente conservado que consiste en la secuencia KTKEGV. En su
interaccion con lipidos, este dominio adopta una estructura anfipatica de a-hélice.

2.- El dominio central: es altamente hidrofébico y se piensa que es la region que
explica la propension de a-syn a formar agregados. Incluye el componente no

amiloide (Non-AB) de la enfermedad de Alzheimer conocido como NAC (non
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amyloid component), y abarca los residuos 61 a 95. Este dominio contiene dos
motivos KTKEGV adicionales.

3.- El dominio C-terminal: contiene una gran proporcion de residuos acidos, prolina
y tres residuos conservados de tirosina, que son caracteristicos de a y B-sinucleina.
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).

I (9-19) I (20-30) i (31-41) v (42-52)
1 MDVFMKGLSK AKEGVVAAAE KTKQGVAEAA GKTKEGVLYV GSKTKEGVVH

- 1
N-Terminal

v (57-67) Vi (68-78) Vil (79-89)
51 GVATVAEKTK EQVTNVGGAV VTGVTAVAQK TVEGAGSIAA ATGFVKKDQL

7 | ]

NAC C-Terminal
101 GKNEEGAPQE GILEDMPVDP DNEAYEMPSE EGYQDYEPEA
L |

C-Terminal

Figura 2. Regiones de la proteina a-syn humana. Los numeros romanos indican las
7 repeticiones imperfectas de 11 aminoécidos que presentan la secuencia
consenso KTKEGYV (resaltadas en amarillo). EI componente no amiloide (NAC) se
muestra en gris, el cual comprende los residuos de E61 hasta V95. Y la region C-
terminal en color naranja. Las tres mutaciones puntuales relacionadas con el
desarrollo de EP se marcan con letras rojas (adapatado de Uversky et al; 2012).

Existe evidencia sélida de que a-syn interactia directamente con lipidos de
membrana tanto en condiciones fisiolégicas como patolégicas. En presencia de
vesiculas compuestas por fosfolipidos acidos esta proteina adopta una estructura
secundaria de a-hélice. En la interaccion con las membranas los amino&cidos del
extremo N-terminal se disponen de tal manera de exhibir una distribucion diferencial
de aminoéacidos polares y no polares formando una cara hidrofilica y una cara

hidrofébica de forma similar a las apolipoproteinas y otras proteinas unidas a lipidos
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(Figura 3). Parecer ser que solamente 102 residuos del N-terminal participarian en
la unién con lipidos y que los residuos negativos del C-terminal permanecerian
desordenados y actuarian como andamiaje para el reclutamiento de mas a-syn a
membranas (Auluck et al., 2010).
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Figura 3. Representacion estructural de las tres regiones de alfa sinucleina (a-
syn). Region N-terminal (hélice-1) sitio de union a lipidos de membrana, (hélice-2)
dominio hidrofébico central NAC y region C-terminal acida cargada
negativamente.

2.6.3 Mutaciones de la a-sinucleina

Durante mucho tiempo se pens6 que la EP se manifestaba Unicamente de
forma esporadica y que no existian componentes genéticos involucrados. Ahora se
sabe que alrededor del 20% de los pacientes con EP tienen una historia familiar
relacionada con esta patologia. En 1997, Polymeropoulos y colaboradores

reportaron por primera vez que el gen SNCA estaba ligado al desarrollo de EP.

Se han identificado varias mutaciones puntuales en el gen SNCA y se
relacionaron a la forma hereditaria autosomica dominante de la EP. Entre ellos, se
encuentran las sustituciones de aminoacidos A53T (Polymeropoulos et al., 1997),
A30P (Kruger et al; 1998) y E46K (Zarranz et al; 2004). Estas fueron las que se
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identificaron primero y, por lo tanto, sus efectos sobre las propiedades de las
proteinas estan mejor caracterizados. La mutacion A53T es la mas frecuente y la
Unica asociada con un fenotipo especifico: los portadores desarrollan sintomas de
EP en la cuarta a sexta década y experimentan una rapida progresion de la
enfermedad en los siguientes diez afios. Recientemente se ha ampliado la familia
de mutaciones relacionadas con EP con tres nuevas mutaciones: H50Q (Proukakis
et al; 2013), G51D (Kiely et al; 2013) y A53E (Pasanen et al; 2014). La mutacién
H50Q se asocia preferentemente con el inicio tardio de la EP y el deterioro cognitivo.
La mutacion G51D se asocia con un fenotipo de EP inusual caracterizado por el
inicio temprano de la enfermedad, respuesta moderada a la levodopa, progresion
rapida y con frecuencia sintomas psiquiatricos. Las mutaciones A53T, E46K y H50Q
mejoran la fibrilacién a-syn, en cambio las mutaciones G51D y AS53E lo atentan y
favorecen la formacion de agregados amorfos (Rutherford y Giasson, 2015). Los
estudios funcionales mostraron que G51D a-syn oligomeriza mas lentamente y sus
fibrillas son méas téxicas que las de la proteina de tipo salvaje. Mientras que los
mutantes A30P y G51D exhiben una interaccion defectuosa con las membranas, la
mutacion E46K aumenta la afinidad de union de a-syn a fosfolipidos (Choi et al.,
2004).

2.7 Las especies reactivas del oxigeno y la enfermedad de Parkinson

Las especies reactivas del oxigeno, (ROS, por sus siglas en inglés), se definen
como un grupo de moléculas derivadas del Oz que generalmente tienen una vida
muy corta y son altamente reactivas debido a que poseen electrones de valencia
desapareados (figura 4) (Kim et al., 2015). Las ROS incluyen especies radicales
como el anion superoxido (O2+) y el radical hidroxilo (*OH) y también especies no
radicales como el peréxido de hidrégeno (H2032). El O2¢" interviene en distintos pasos
en el proceso de generacion de ROS. Puede ser transformado a la especie mas
estable H202 por la accion de la enzima superoxido dismutasa (SOD) o formar
aniones hidroxilos (*OH) altamente téxicos. Ademas, por accion de las enzimas

catalasa, glutation peroxidasa y otras peroxidasas produce H20 y Oz. El *OH es
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conocido por ser una de las ROS mas reactivas y uno de los principales
responsables de los efectos citotoxicos. Esta especie puede ser generada a partir
de H202 mediante la reaccién de Fenton, en presencia de Fe?* (Bolisetty y Jaimes,
2013).

0:0 00 0:0;

Oxigeno (O,) Anién Superéxido (-O,) Peréxido (-0, ?)

. :Q:Q:H 'Q:H :Q: H
Peréxido de Hidrégeno (H,0,) Radical Hidroxilo (*OH) lon Hidroxilo (OH")

Figura 4. Especies reactivas de oxigeno. Se muestra la reduccion consecutiva del
oxigeno molecular que genera la formacién de ROS. Los puntos rojos representan
los electrones desapareados. (Adaptado de Kim et al., 2015).

La produccion de ROS es contrarrestada por un intricado sistema de defensa
antioxidante que incluye a las enzimas SOD, catalasa y glutation. El desbalance
entre la produccion de ROS y la accion de las defensas antioxidantes genera estrés
oxidativo que dafa a las macromoléculas biolégicas conduciendo al envejecimiento
y a la muerte (Indo et al., 2015). Una de las principales fuentes de produccién de
ROS es la cadena respiratoria mitocondrial. Bajo condiciones fisiol6gicas normales,
mas del 2% del consumo de O:2 celular mitocondrial se relaciona con la generacion
de ROS, incluyendo O2". Los complejos Cl (NADH deshidrogenasa, Cl y Clli
(citocromo c reductasa) son los principales responsables de la produccion de Ogz-.
La capacidad de estas enzimas de generar ROS puede variar entre 6rganos y
durante el progreso de ciertas patologias. Por ejemplo, el Cl es el principal
responsable de la generacion de Oz en el cerebro (Turrens, 2003). La generacion
de ROS por parte del CI ejerce el rol primario en condiciones patologicas, entre
ellas, el envejecimiento y las enfermedades neurodegenerativas. En particular, en

la EP, el estrés oxidativo ha sido considerado como uno de los principales
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mecanismos responsables de la muerte de las neuronas dopaminérgicas. Reportes
previos indican que la actividad reducida del CI en el sistema nervioso central de
pacientes con EP podria contribuir a la generacién excesiva de ROS e inducir
apoptosis (Blesa et al., 2015). Ademas, compuestos inhibidores del CI tales como
la neurotoxina 1-metil-4-fenil-6-tetrahidropiridina (MPTP) y su metabolito, 1-metil-4-
fenilpiridina (MPP*) ejercen efectos toxicos sobre las neuronas dopaminérgicas,
resultando en un fenotipo clinicamente parkinsoniano con degeneracion nigroestrial
y presencia de a-syn citoplasmatica. Asimismo, la acumulacién de a-syn silvestre o
de sus mutantes en las mitocondrias de las neuronas dopaminérgicas provoca un
defecto en la actividad del CI mitocondrial incrementando la produccion de ROS
(Devi et al., 2008).

Por otra parte, las ROS pueden reaccionar con componentes celulares
esenciales que se hallen préximos, tales como fosfolipidos de membrana, proteinas
y ADN, oxidandolos, y de este modo dando lugar a una variada gama de efectos
perjudiciales. En el caso de las proteinas, las ROS pueden oxidar directamente
restos de aminoacidos, lo que conduce a la pérdida de su funcion proteica. Dentro
de las neuronas, interfieren en la transduccion de sefiales, asi como en la expresion
de genes, afectando a la supervivencia celular. Debido a la alta actividad metabdlica
y a la baja defensa celular, en relacién con otros érganos, se considera que el
cerebro es especialmente vulnerable a los efectos dafinos ocasionados por las
ROS. En un adulto, el cerebro consume el 20% del oxigeno basal, esto es muy alto
para un organo de tan bajo peso. Este alto consumo de oxigeno es debido a las
necesidades que tiene el cerebro de ATP para mantener la homeostasis ionica
intraneuronal, con la continua apertura y cierre de los canales iGnicos necesarios
para generary propagar potenciales de accion. Para producir ATP, las mitocondrias
cerebrales consumen un 80% del oxigeno del cerebro. La dopamina puede
reaccionar con el oxigeno molecular, dando lugar a la formacién de Oz y la
correspondiente p-quinona. Tal como se indicé anteriormente, el Oz formado
producird también H202 y *OH, contribuyendo a aumentar el estrés oxidativo. A

partir de la p-quinona tendran lugar una serie de reacciones de ciclacion y
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polimerizacion, que acabaran formando un pigmento oscuro denominado

neuromelanina, que sera la que pigmenta a las neuronas dopaminérgicas

2.8 Vacunas

La inmunizacion activa (es decir, la vacunaciéon) implica la administracion de
un antigeno formulado para provocar una respuesta inmune especifica dirigida
hacia el antigeno, mientras que la inmunizacion pasiva se refiere a la administracion
de anticuerpos especificos generados en otro organismo para neutralizar una
molécula blanco especifica. La vacunacion tiene varias ventajas sobre la
inmunizacioén pasiva. Econémicamente, es probable que la produccion y purificacion
de anticuerpos para el tratamiento pasivo siga siendo costosa y lenta. A la inversa,
la vacunacion se adapta a las indicaciones que abarcan poblaciones mas grandes
debido a sus costos de produccion comparativamente bajos junto con su
administracion simple y menos frecuente, lo que mejora el cumplimiento del
paciente. En éstos, la vacunacion da lugar a respuestas de anticuerpos

relativamente lentas pero sostenibles (mediante refuerzo).

Hay dos opciones para la administracion de la vacuna: inyeccién
(principalmente intramuscular o subcutanea) y administracion a través de las
mucosas (principalmente oral o nasal). Las vacunas inyectables provocan una
fuerte inmunidad protectora al inducir preferentemente la produccion de 1gG. Estas
son mas adecuadas contra patégenos que infectan por via sistémica o respiratoria;
sin embargo, los antigenos tienen que ser purificados antes de la administracion.
Las vacunas de tipo oral o nasal inducen inmunidad tanto a nivel de las mucosas
como a nivel sistémico (Azegami et al. 2014). En un sentido conceptual, las vacunas
orales basadas en plantas son ideales porque el proceso de fabricacion es simple y
de bajo costo; no se necesitan dispositivos médicos adicionales para la inyeccion; y
la inmunogenicidad y las actividades bioldgicas del antigeno se conservan en el
tracto gastrointestinal debido a su bioencapsulacion en las células vegetales. Las

vacunas basadas en plantas se han desarrollado en plantas comestibles,
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incluyendo arroz, maiz, papa, lechuga y zanahoria. Una vez que estas vacunas
pasan a través del ambiente gastrico y llegan al intestino delgado, los antigenos son
capturados por las células M en el epitelio asociado al foliculo (FAE) para la
induccion de respuestas inmunes sistémicas y de mucosas (Czerkinsky y Holmgren,
2010).

2.8.1 Vacunas contra enfermedades neurodegenerativas

La expansion de la vacunacion y las estrategias inmunoterapéuticas es muy
reciente. Estas incluyen el control de enfermedades infecciosas hasta la deteccién
de afecciones no infecciosas como son las enfermedades neurodegenerativas,
hasta ahora son solo farmacos atenuantes de los sintomas progresivos como es el
desarrollo de inmunoterapias contra las enfermedades no transmisibles (la diabetes
y Alzheimer). 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).

La vacuna AFFITOPE® PDO01 fue desarrollada para el tratamiento de
pacientes con EP. Representa la primera vacuna contra la EP en su clase y tiene
como objetivo inducir anticuerpos que reconocen los agregados de a-Syn, que se
sabe que estan involucrados en su patogénesis. Esta vacuna consiste en un
conjugado de un formulado peptidico con hidroxido de aluminio como adyuvante.
Los estudios preclinicos implicados en la administracion subcutanea de
AFFITOPE® PDO01 demostraron la inducciéon de una respuesta inmune humoral
hacia a-Syn, mientras que los experimentos realizados en modelos de ratones
transgénicos mostraron que la inmunizacién con AFFITOPE® PDO1 redujo los
niveles cerebrales de a-Syn (Schneeberger, et al. 2010). Un posible modo de accion

sugerido para los efectos de los anticuerpos es su unién a la a-Syn humana anormal
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asociada con la membrana neuronal y la posterior degradacion de los agregados de
la a-Syn humana a través de las vias lisosomales. Es importante destacar que, en
este modelo, la inmunizacion activa contra el a-Syn no desencadend una respuesta
neuroinflamatoria perjudicial como lo demuestra la evaluacién inmunohistologica de

cerebros de ratones inmunizados con marcadores microgliales y astrogliales.

El Instituto Jenner utiliza particulas similares a virus (VLP) como vehiculos
para mostrar péptidos a-Syn cortos. Las VLP permiten la expresion de mdltiples
moléculas antigénicas y tienen un efecto adyuvante. Un enfoque similar se ha
implementado previamente para las vacunas contra la enfermedad de Alzheimer en
entornos clinicos y preclinicos. Declion Pharmaceuticals anuncio en su sitio web
que iniciarian el desarrollo de una vacuna contra a-Syn. Sus péptidos, llamados
péptidos declensionales, incluyen una mezcla de sustituciones de aminoacidos para
reflejar el patrébn completo de residuos de aminoacidos trinitrados y fosforilados
anormalmente dentro de la a-Syn, todos los cuales estaban implicados para
contribuir a la patogénesis de las sinucleinopatias. Actualmente, no se han
publicado resultados preclinicos sobre esta estrategia. Se ha demostrado que una
aplicacion de vacunas contra a-Syn basadas de acidos nucleicos para la EP induce
la sobreexpresiéon de factores de crecimiento como el factor neurotréfico derivado
de células gliales y el factor de crecimiento de hepatocitos para promover la
proteccion neuronal. Chen y colaboradores realizaron la evaluacion una vacuna de
ADN multivalente optimizada. Encontraron que la vacunacion incremento
significativamente los anticuerpos especificos de a-Syn y aumento los niveles de
interleucina 4 (IL-4) y de interferbn gama en el suero de ratones inmunizados con
C57BL/6 de tipo silvestre en comparacién con el grupo de control. Los ratones
inmunizados también mostraron sintomas motores mejorados en una prueba de
campo abierto e inhibieron parcialmente la pérdida de las neuronas positivas para
tirosina hidroxilasa en la sustancia negra. Los autores sugieren que los anticuerpos
producidos por ratones inmunizados pueden haber reconocido un a-Syn anormal y

promover su degradacion a través de la via lisosomal.
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Solo AFFIRIS (Viena, Austria) ha traducido hasta ahora un enfoque de
vacunacion activa dirigido a a-Syn a nivel clinico. AFFIRIS utiliza péptidos cortos,
denominados AFFITOPESs, que imitan una regién de la molécula alfa-Syn. 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. Dado su pequefio tamafio, los péptidos no pueden por si mismos activar
las células T, y requieren conjugacion con los portadores para la provocacion de
una respuesta de anticuerpos. Dos vacunas candidatas, PDO1A y PD0O3A, capaces
de apuntar y disminuir el a-Syn en ambas indicaciones, fueron identificadas en
estudios preclinicos. La seleccion para el desarrollo clinico se bas6 en un conjunto
de caracteristicas que incluyen su inmunogenicidad, la especificidad de la respuesta
inmune que inducen y los resultados de los estudios de prueba de concepto en
modelos animales. Los candidatos PDO1A y PDO3A se han evaluado en tres
modelos de ratones transgénicos independientes bien 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. No se observd evidencia de induccién de una reaccion
autoinmune humoral o celular en estudios preclinicos. Los candidatos redujeron los
niveles de a-Syn cerebral patolégica (es decir, agregada) en diferentes tipos de
células, incluidas las neuronas (modelos PD, DLB) y oligodendrocitos (modelo MSA)
sin cambiar significativamente los niveles de a-Syn fisiol6gicos (es decir,
monomeéricos) en estos modelos. En todos los casos, se produjo una reduccion en
la neurodegeneracion asociada a a-Syn, incluyendo la desmielinizacion y la pérdida
neuronal. La vacunacién AFFITOPE no dio lugar a una neuroinflamacion evidente

o dario tisular.

Especificamente, para los modelos de EP, los animales vacunados mostraron
mejoras en la funcibn motora segun lo evaluado por la prueba de suspension
corporal, la memoria espacial y el aprendizaje evaluados por la prueba del laberinto
de agua de Morris. El primer ensayo se introdujo en 2012 mediante el ensayo de
fase | de PDO1A candidato, un AFFITOPE contra el extremo C-terminal de a-Syn
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como antigeno conjugado con el portador hemocianina de la lapa californiana (KLH)
y adyuvante con oxihidréxido de aluminio AlO (OH). Aunque el desarrollo preclinico
de PDO1A y PDO3A revel6 caracteristicas comunes de las dos vacunas distintas,
también demostrd diferencias tanto en la especificidad fina de los anticuerpos
inducidos como en su actividad biologica clinica en los diferentes modelos de
enfermedad analizados. Se seleccioné la atrofia de multisistémica (MSA) como un
modelo de sinucleinopatia, porque la enfermedad progresa mas rapidamente en
comparaciéon con la EP y la DLB vy, por lo tanto, tiene el potencial de mostrar un
efecto modificador de la enfermedad de la vacunacion en un tiempo mucho mas
corto, lo que ahorra tiempo y costos de desarrollo. Aunque es prometedor como
modelo de enfermedad, tiene limitaciones: el diagnostico es mas dificil en las etapas
tempranas de la enfermedad (en comparacion con la EP), lo que impide el poder de
los ensayos clinicos respectivos. Ademas, la progresion de la enfermedad puede
ser demasiado agresiva para ser susceptible de vacunacién activa y puede requerir

enfoques alternativos, como la inmunizacion pasiva.

Al presente, se han desarrollado algunas vacunas en plantas contra la
enfermedad de Alzheimer con un potencial favorable a partir de los resultados de
modelos de ratones transgénicos (Rosales-Mendoza et al. 2014). En cuanto a la
enfermedad de Parkinson, en el 2017, se produjo un antigeno recombinante dirigido
a la a-Syn a partir de células vegetales de tabaco que expresan la proteina
inmunogénica (LTB-Syn), obteniendo un rendimiento de 0.15 ug/g de peso fresco,
capaz de inducir respuestas humorales en ratones después de su administracién
oral (Arévalo-Villalobos et al. 2017).

2.9 Plantas transgénicas productoras de vacunas

La vacunologia ha tenido progresos significativos desde la implementacion de
las primeras vacunas por Luis Pasteur. Se ha logrado un avance valioso con las
nuevas tecnologias en el ADN recombinante y la conjugacién de proteinas con

polisacéaridos, ademas de los avances en el uso de adyuvantes (Sette y Rappuoli,
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2010). Desde su invencion, el desarrollo de las vacunas ha avanzado
sustancialmente y las nuevas técnicas estan actualmente encaminadas a mejorar
los beneficios de la vacunacién en términos de costo, seguridad y cobertura. El uso
de la biotecnologia moderna para la produccién de vacunas recombinantes es un
camino prometedor debido a que permite obtener vacunas mas seguras, ya que no
acarrean patogenos 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 farmaceéutico (Goldstein y Thomas, 2004). Por ejemplo, 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 provocd 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. Fue asi como se inicio la tendencia en generar vacunas por
parte de varios grupos de investigacion utilizando este enfoque con plantas
transgénicas principalmente en tabaco, arroz, papa, tomate, lechuga, zanahoria y
maiz, las cuales expresan antigenos especificos hacia distintas enfermedades
(Tabla 1).

) 3 Nivel de .
Patogeno Antigeno Planta Referencia
expresioén
Hepatitis B Antigeno de Lechuga 200p9/ges Czyz et al; 2014
superficie
Coélera CTB Arroz 2.1% PTS Tokuhara et al; 2010
Tuberculosis ESAT6 Zanahoria 0.056% PTS Uvarova et al; 2013
Enterotoxina E. coli LTB Maiz 0.19% PTS Streatfield et al; 2002
Rotavirus humano HRV-VP7 Papa 3.84pg/mg PTS | Wu Yu-Zhang et al; 2003
Virus Norwalk NVCP Tomate 20 pg/ger Huang et al; 2005

Tabla 1. Ejemplos de vacunas recombinantes producidas en plantas. PS (peso
seco), PTS (proteina total soluble)
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Ademas de las ventajas asociadas con las vacunas convencionales, el uso de
plantas para la produccion de vacunas recombinantes presentan las siguientes
caracteristicas adicionales: (1) son mas econémicas, se estima que los costos de
produccién por ejemplo en plantas transgeénicas es de 10 a 50 veces mas bajo que
por medio de la produccién en E. coli (Giddings et al., 2000); (2) las plantas pueden
mantener la actividad inmunogénica de las vacunas debido a que poseen la
maquinaria necesaria para el plegamiento, ensamblaje y glicosilacion; (3) No
transmiten patdégenos humanos o animales, tales como virus o priones; (4) algunas
especies sirven como vehiculos de administracion oral seguros, por medio de sus
tejidos como granos, frutas y hojas. Estos tejidos pueden procesarse facilmente por
liofilizacién. Por su parte, las vacunas producidas en plantas han sido evaluadas por
distintas vias, como son via intraperitoneales, subcutaneas, intramusculares,
intranasales y orales. Los primeros ensayos de vacunas orales obtenidas en plantas
fueron con ratones inmunizados contra la enterotoxina termolabil B y la toxina
colérica de E. coli (Rosales-Mendoza et al. 2008). Sin embargo, existen pocos
ensayos clinicos probados con vacunas transgénicas producidas por plantas para
patdgenos humanos y solo se han ensayado a partir de hojas y frutos (Lugade et al.
2010). De las vacunas con mas datos clinicos que se tienen contra patdogenos
humanos son de la Enterotoxina de E. coli (ETEC), y de los virus Norwalk, Influenza,
Rabia y Hepatitis B (Yusibov et al. 2011). En resumen, la produccién de vacunas a
partir de plantas ha avanzado en las dltimas dos décadas gracias al desarrollo de
distintas herramientas biotecnoldgicas utilizadas en la busqueda y aplicacién de

inmundégenos candidatos a distintas enfermedades.

2.10 Estrategias biotecnolégicas para mejorar los rendimientos de proteinas

recombinantes
Las plantas han demostrado ser biorreactores atractivos para producir

proteinas biofarmacéuticas, que incluyen vacunas, anticuerpos y moléculas como

las citocinas. Los principales desafios para los antigenos recombinantes derivados
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de plantas incluyen los bajos rendimientos, el largo proceso requerido para generar
lineas de plantas transgénicas y los costos asociados (Hernandez et al., 2014). Por
lo tanto, las siguientes estrategias recientes han ayudado a mejorar el rendimiento

de antigenos recombinantes.

2.10.1 Sistema de transformacion nuclear

La transformacion nuclear estable implica la integracion del transgén en el
genoma nuclear de la planta, lo que lleva a la expresion de proteinas terapéuticas y
la herencia mendeliana del rasgo introducido. La integracion estable en el genoma
nuclear permite la produccioén continua de proteinas recombinantes, al mismo
tiempo que reduce los costos y simplifica la produccion (Tremblay et al., 2010). Las
proteinas recombinantes expresadas en forma nuclear se someten a modificaciones
postraduccionales tipicas en eucariotas y pueden almacenarse en organulos
subcelulares o secretarse, segun los péptidos de sefalizacion fusionados (Egelkrout
et al., 2012).

2.10.2 Promotores

Se considera a los promotores como regiones reguladoras cis-acting que
dirigen la transcripcion de otras regiones adyacentes o cercanas al acido
ribonucleico mensajero (ARNmM), el cual es traducido en proteinas. Funcionalmente,
un promotor es una secuencia de ADN localizada “upstream” o “rio arriba” (hacia el
extremo 5 de la region codificante de un gen) que incluye las regiones de
enlazamiento para factores de transcripcion (Potenza et al., 2004). Se han elegido
diferentes promotores segun las propiedades de la proteina producida. En términos
de promotores constitutivos cuyo objetivo es promover altos niveles de expresion
transgénica independiente del tejido o estadio. En este sentido el promotor 35S
obtenido del virus del mosaico del coliflor (CAMV35S) y los promotores de la
ubiquitina obtenidos del maiz (Ubi 1 y Ubi 2) han sido ampliamente utilizados en la

transformacién de mono y dicotiledéneas, especialmente para la deteccién y/o
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seleccidn de células o plantas transformadas (Park et al., 2010, Odell et al., 1985,
Callis et al., 1990). La principal ventaja de los promotores constitutivos es que

expresan continuamente el gen en todas las partes de la planta.

2.10.3 Uso preferencial de codones

Los codones preferidos varian significativamente entre las diferentes plantas,
por lo que cuando el gen extraiio deseado contiene codones raros en la planta
huésped, el codon se convierte en un factor limitante en la traduccion de proteinas.
Este es un gran inconveniente en el objetivo de la produccién en masa de proteinas
recombinantes en plantas. Para superar esta limitacion, una estrategia plausible
implica aumentar la eficiencia de traduccion a través de modificaciones de codones
de la secuencia de ADN original a otras mas adecuadas en la planta huésped sin

cambiar la secuencia de aminoacidos (Streatfield et al; 2001).

2.10.4 Expresién érgano especifica

Los antigenos derivados de plantas pueden acumularse y estar protegidos por
compartimentos tales como plastos u organulos de almacenamiento, como reticulo
endoplasmico (RE), asi como las vacuolas. La degradacion proteolitica de proteinas
recombinantes puede disminuir con las sintesis de proteinas dirigidas al RE en lugar
del citoplasma (Conrad y Fiedler, 1998). Secuencias con péptidos sefial como KDEL
y HDEL son usadas para la retencion de proteinas en RE y asi minimizar su
degradacion. El almacenamiento en RE puede aumentar de 10 a 100 veces la
expresion que las obtenidas por la via secretora (Hellwing et al; 2004). Por ejemplo,
los niveles de acumulacion de la proteina vicilina de almacenamiento vacuolar en
guisantes, aumentaron hasta 100 veces en las hojas de alfalfa transgénicas cuando
la sefal tetrapeptidica de retencion en RE (KDEL), se fusion6 a su extremo C
(Wandelt et al., 1992). Otro estudio mostré que el EGF humano dirigido a KDEL en
el tabaco aumento de 104 veces en los rendimientos de proteinas se atribuyo
directamente a la retencion de la proteina recombinante en el RE (Wirth et al., 2004).

Sin embargo, esta estrategia no siempre es apropiada, como es el caso de algunas
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proteinas terapéuticas que requieren un procesamiento postraduccional significativo
en Golgi para su funcionalidad (Shaaltiel et al; 2007). Aun quedan preguntas
Importantes con respecto a las funciones exactas de los motivos KDEL y HDEL en
las células de las plantas (Toyooka et al., 2000) y sobre los factores que permiten
gue estas sefiales de orientacion retengan de manera efectiva las proteinas en el
RE, el secuestro de proteinas recombinantes en el ER presenta varias ventajas,
incluido un fuerte aumento de la estabilidad de los productos farmacéuticos de
origen vegetal y la prevencion de la biosintesis inmunogénica de N-glicanos (Conrad
et al., 1998).

2.10.5 Inhibidores de las proteasas

Otra estrategia propuesta recientemente para aumentar el recombinante
implica el uso de hospederos transgénicos con capacidades proteoliticas reducidas.
En teoria, los procesos de proteasa que afectan la acumulacion de proteinas
recombinantes podrian contenerse mediante el uso de estrategias anti-sentido o de
silenciamiento de ARN implementadas en plantas hospederas transgénicas.
Alternativamente, los inhibidores de la proteasa recombinante activos contra
proteasas enddgenas especificas podrian resultar funcionales para modular las
actividades proteoliticas in situ. La evidencia reciente en la literatura ha sugerido
gue la expresion ectdpica de los inhibidores de la proteasa puede tener un impacto
positivo en los niveles de proteina en las hojas, con efectos insignificantes en el
crecimiento y el desarrollo. El inhibidor de amplio espectro de la catepsina D de
tomate (CDI, por sus siglas en inglés), por ejemplo, se ha demostrado que produce
un aumento de los niveles de PTS (en un 35%) en hojas de lineas de papa
transgénicas que acumulan este inhibidor en el compartimento citosdlico (Michaud
et al; 2000).
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2.11 Aspectos generales de la especie Daucus carota

La zanahoria es una especie cuya raiz es la principal fuente de provitamina A
en la dieta humana (figura 5). Es una planta bianual que durante el primer afio se
forma una roseta de hojas finamente divididas y acumula nutrientes en la raiz que
crece y se engrosa, mientras que durante el segundo afio del ciclo de vida es cuando
ocurre la floracion y la reproduccion. Por su ciclo de vida, se puede cultivar y
cosechar raices sin generar semillas, lo que disminuye los riesgos durante la
produccion en el campo. Es una planta que crece en los climas templados. La
temperatura minima de crecimiento se encuentra a los 9°C y una 6ptima entro los
16 y 18°C. Las temperaturas elevadas (mas de 28°C) provocan una aceleracion en
los procesos de envejecimiento de la raiz y pérdida de coloracion.

Figura 5. Zanahoria (Daucus carota L). (Pinto y Fonseca, 2009)

La produccion de zanahoria a nivel mundial se estima en 35.5 millones de
toneladas (FAO, promedio 2010-2012), lo que significa un 50% de aumento sobre
los 10 ultimos afios. China es el mayor productor, con un volumen de 17 millones
de toneladas. Le sigue Rusia y los Estados Unidos (aprox. 1.5 millones t cada uno).

Polonia es el cuarto en el mundo (800.000 t). Este cultivo se consume ampliamente
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en todo el mundo en su forma cruda, lo que lo convierte en un sustituto ideal para
la expresion de una proteina inmunogénica para el desarrollo de una vacuna

comestible.

2.11.1 Clasificacion taxondmicay comercializacion nacional de D. carota

La familia Umbelliferae comprende de 455 géneros con mas de 3500 especies
(Pimenov y Leonov, 1993), lo que hace de esta familia uno de los taxones mas
grandes entre las plantas superiores. Los miembros de la familia mas comiunmente
cultivados por su importancia econémica son la zanahoria (Daucus carota), el apio
(Apium graveolens), el perejil (Petroselinum crispum) y el cilantro (Coriandrum
sativum) utilizados como hortalizas o cultivos alimentarios. Ciertamente, la
zanahoria es la especie mas notable, por ser utilizada ampliamente en la industria

y la biotecnologia, su clasificacién taxonémica se muestra en la tabla 2.

Reino Plantea

Division Magnoliophyta

Clase Magnoliopsida
Orden Apiales
Familia Umbelliferae

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

Tabla 2. Clasificacion taxondmica de Daucus carota

En México, la zanahoria se produce todo el afio, pero en los meses mayo,
agosto, septiembre y octubre se genera 46% de la produccion nacional. En 2017 su
cosecha alcanz6 334 mil toneladas, y una tercera parte de ella se exportd
(SAGARPA, 2016). La produccion de zanahoria en promedio es mayor en el ciclo
primavera-verano con 62%, mientras que el 38% restante se genera en el otofo-
invierno. Solo siete entidades federativas producen 67% del volumen total nacional,

entre las que destacan: Guanajuato, Puebla y Zacatecas (SIAP, 2017).
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2.11.2 Propiedades de la especie Daucus carota

La zanahoria (Daucus carota) es la hortaliza mas importante y de mayor
consumo a nivel mundial, su raiz es una fuente elevada en B-caroteno (precursor
de la vitamina A), pues cada molécula de caroteno que se consume es convertida
en dos moléculas de vitamina A (FAOSTAT, 2017). Asimismo, es fuente de vitamina
E, vitaminas del grupo B como los folatos y la vitamina B3 o niacina. En cuanto a
los minerales, destaca el aporte de potasio, y cantidades discretas de fosforo,
magnesio, yodo y calcio. En general se caracteriza por un bajo contenido en lipidos
y proteinas. El agua es el componente mas abundante, seguido de los hidratos de
carbono. La zanahoria presenta un contenido en hidratos de carbono superior a
otras hortalizas, y en fibra, mayoritariamente en forma soluble como pectina. Al
tratarse de una raiz, absorbe los nutrientes y los asimila en forma de azucares. El
contenido de dichos azlcares disminuye tras la coccion y aumenta con la
maduraciéon. Teniendo en cuenta que las zanahorias son parte de la dieta de todo
el mundo y que se pueden consumir sin un proceso adicional, esto ofrece un camino
conveniente, ya que se puede producir formulaciones orales de bajo costo (USDA,
2017). La principal ventaja nutritiva de la zanahoria consiste en ser una fuente
excelente de B-carotenos, cuya ingestion protege frente al dafio provocado por la
presencia de radicales libres. La provitamina A, tras ser absorbido por el organismo,
se transforma en vitamina A, sustancia esencial en los problemas de la piel como la
dermatosis, refuerza el sistema inmunitario o defensivo, actia como ténico general,
acelera la curacién y alivia las molestias de las aftas bucales, previene

enfermedades degenerativas, cardiovasculares y algunos tipo de cancer.

Dado que la zanahoria produce tejidos comestibles, es una fuente atractiva de
biomasa para la formulacion de vacunas orales que requiere un procesamiento
minimo, por ejemplo, por congelacién y envasado en capsulas de gelatina,
manteniendo asi los niveles de la proteina recombinante en estas zanahorias

disefiadas. Ademas, las zanahorias tienen una vida util relativamente larga en

28



comparacion con otros cultivos de hortalizas. Debido a estas innumerables ventajas,
algunos grupos de investigacion han utilizado la zanahoria como plataforma de
expresion para vacunas. Como las vacunas basadas en plantas se han adaptado a
los procesos de postproduccion, como el uso del secado por congelacion de los
tejidos de las plantas, esto permitiria un suministro eficiente de los tejidos en polvo
encapsulados producidos a partir de plantas no toxicas. Dicho producto
permaneceria estable a temperatura ambiente, podria enriquecerse a
concentraciones mas altas, garantizaria una dosificacion precisa y podria mezclarse

con adyuvantes en polvo.

2.12 Produccion de proteinas recombinantes en Daucus carota

La zanahoria es una plataforma viable para producir e introducir productos
biofarmacéuticos en el mercado, contribuyendo a convertir los beneficios del campo
del cultivo molecular. Ademas, los productos actualmente en desarrollo por Protalix
reflejan el interés de la industria por estas plataformas y se espera que la
experiencia adquirida durante el proceso de aprobacion del primer producto induzca
la introduccion de otros productos biofarmacéuticos hechos de zanahoria en el
mercado. Sorprendentemente, los cultivos de suspensiones celulares en
biorreactores no se han aplicado en el desarrollo de vacunas, lo que seria
perfectamente plausible con las ventajas de un crecimiento facil en sistemas
confinados a bajo costo. A diferencia de las células de tabaco que pueden contener
compuestos toxicos, como los alcaloides, las células de zanahoria ofrecen la ventaja
adicional de que constituyen una biomasa segura para el suministro de vacunas
orales en humanos. El hecho de que las células de zanahoria carezcan de
compuestos téxicos permite una formulacion directa de vacunas bioencapsuladas
gue evitan costosos procesos de purificacibn. En contraste, una vez que se
desarrollan las lineas celulares, los sistemas de células de zanahoria ofrecen
tiempos de produccidn cortos en biorreactores, que al mismo tiempo constituyen un

proceso compatible con las buenas practicas de manufactura (GMP) que mejora la
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bioseguridad y la productividad. En conclusion, la zanahoria es una especie con un
gran potencial para la produccion de productos biofarmacéuticos y una evaluacion
adicional de los prototipos en ensayos clinicos, asi como el uso de nuevas
estrategias de expresion y sistemas de produccion de biomasa que conduciran sin

duda a nuevos productos e innovaciones en el campo de la agricultura molecular.

El desarrollo de los cultivos moleculares tuvo sus inicios a finales de la década
de 1980, y desde entonces se han elaborado una gran cantidad de productos
biofarmacéuticos expresados en plantas consideradas como huéspedes de
expresion ventajosas, estos incluyen vacunas, anticuerpos, citocinas y enzimas
(Virdi y Depicker, 2013; Da Cunha, et al. 2014). En el caso de las zanahorias, desde
1939 se tienen reportes sobre el establecimiento de callos utilizando segmentos del
tallo, cotiledones o raices como explantes. La zanahoria es una especie
ampliamente utilizada en biotecnologia en el desarrollo de productos
biofarmacéuticos; en el 2012 se lanz6 al mercado el primer producto farmacéutico
para el tratamiento contra la enfermedad de Gaucher aprobado para uso humano
(Tabla 3). Este avance proyecta un futuro alentador para el campo biofarmacéutico
de origen vegetal. En cuanto a las vacunas, la primera vacuna a partir de zanahoria
como sistema de expresion consistio en un modelo de inmunizacién contra el

sarampion (Marquet-Blouin, et al. 2003).

Producto Compaiiia Uso

Glucocerebrosidasa Protalix Biotherapeutics* Terapia de reemplazo enzimatico
humana (ULYPSO) P para la enfermedad de Gaucher

Tratamiento potencial de la
Protalix Biotherapeutics* | enfermedad de Fabry en desarrollo
preclinico

a-galactosidasa-A
recombinante (PRX-102)

Acetilcolinesterasa
recombinante humana Protalix Biotherapeutics*
(PRX-105)

Uso potencial en biodefensa contra
ataques de agentes nerviosos

Potencial terapéutico para
Protalix Biotherapeutics* | enfermedades autoinmunes, como
la artritis reumatoide

Factor de necrosis
antitumoral (PRX-106)

Tabla 3. Productos establecidos a través del cultivo de células de zanahoria.
*http://www.protalix.com.
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2.13 Cultivo in vitro de plantas

2.13.1 Tipos de cultivos en plantas

Los cultivos celulares de plantas in vitro normalmente se establecen en
condiciones controladas asépticas para la produccion de diferentes metabolitos con
aplicaciones biomédicas, como por ejemplo las vacunas. Los cultivos de células en
suspension se utilizan cuando se requiere trabajar con células indiferenciadas en
distintas condiciones como heterotroficas, mixotréficas y fotoautotrofas. También se
pueden utilizar los cultivos de érganos propagados en medios con fitohormonas a
partir de raices y brotes; o utilizar cultivos de tejidos indiferenciados como los callos.
Sin duda, estas distintas formas de trabajar con células vegetales in vitro hacen que
sean una herramienta Gtil en la biotecnologia aplicada. A continuacion, se discutiran
brevemente las principales caracteristicas de los cultivos de callos y de células en

suspension.

2.13.2 Cultivo in vitro de callos

Es el tipo de cultivo mas ampliamente usado y se obtiene a partir de casi
cualquier planta u érgano. Regularmente se utiliza un medio enriquecido con sales
en alta concentracion de nitrogeno como “macronutrientes” y otros en menor
cantidad como los “micronutrientes”, los cuales son necesarios para una buena
actividad metabdlica de las células vegetales, se adiciona sacarosa como fuente de
carbono y reguladores del crecimiento como auxinas y/o citocininas. Este tipo de
cultivo se puede mantener indefinidamente, trasplantando periddicamente
secciones de callos a medio de cultivo fresco. El fendbmeno mas observado en el
cultivo de callos ha sido el de generacion de plantas, ya sea por el proceso que
involucra la formacion del tallo seguida del enraizamiento, o por la iniciacion de la

embriogénesis somatica (Hurtado y Merino, 1987).

31



Los callos son utilizados para estudios de fisiologia vegetal, organogénesis,
embriogénesis, genética, fitotoxicologia y estudios de ultraestructura celular; asi
como también en la propagacion de plantas. Actualmente se le da énfasis en el area
de sintesis y extraccion de productos naturales, como son los farmacos (Deus y
Zenk, 1982). El cultivo de callos se divide en cuatro etapas: (1) Induccion: las células
del inoculo inicial comienzan su crecimiento; (2) proliferacion celular: el tejido calloso
aumenta su masa celular al maximo; (3) Induccién de la diferenciacién: se obtienen
meristemos apicales, radiculares, embriones, tejido vascular, etc; y (4)

envejecimiento y pérdida de la capacidad de crecimiento acelerado.

2.13.3 Cultivos de células en suspension

En particular, los cultivos de células vegetales en suspensién se usan
ampliamente en la biologia de las plantas como una herramienta conveniente para
estudiar una amplia gama de fendmenos. Ademas, la homogeneidad de una
poblacién celular in vitro, la gran disponibilidad de material, la alta tasa de
crecimiento celular y la buena reproducibilidad de las condiciones hacen que las
células cultivadas en suspension sean una plataforma valiosa para la produccion de
biofarmacos. El cultivo de células en suspension se desarrolla transfiriendo una
porcion de callo relativamente friable al medio liquido, manteniéndolo en
condiciones adecuadas de aireacion, agitacion, luz, temperatura y otros parametros
fisicos para promover su disociacion y crecimiento. Generalmente se cultivan
heterotréficamente usando azUcares simples como fuente de carbono y el

suministro inorganico de otros nutrientes (Yesil-Celiktas et al., 2010).

Por otra parte, los cultivos en suspension pueden presentar el inconveniente
de formar agregados celulares cuando estan en la fase de crecimiento exponencial,
lo cual limita la captacion del oxigeno disuelto y la distribucidén de nutrientes. Para
contrarrestar esto, se debe realizar un cambio de medio de cultivo periddicamente
por otro nuevo, que reduce la viscosidad mejorando el flujo del fluido, asi como la

transferencia de masa y el oxigeno del sistema (Doran 1995). La produccion de
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proteinas recombinantes en cultivos de suspension de células vegetales puede
lograrse transformando células silvestres ya en suspension y seleccionando
aquellas que llevan un gen marcador de seleccion, o iniciando cultivos de plantas
transgénicas. El incremento de biomasa a partir de cultivos en suspension puede
mejorarse modificando las condiciones del medio de cultivo o agregando agentes al
medio, como sustancias que incluyen aminoacidos inorganicos, precursores de
proteina, agentes estabilizantes tales como dimetilsulféxido, glicol,
polivinilpirrolidona, polietileno. Estos funcionan protegiendo a las proteinas de la

degradacion y evitando la precipitacion (Hellwing et al; 2004).

Los cultivos de suspension de células de arroz se utilizan casi tan ampliamente
como las células BY-2 de tabaco debido a la disponibilidad del sistema promotor de
a-amilasa sensible a los carbohidratos (RAmMy3D), que funciona en sincronizacion
con el ciclo de fermentacién. Este promotor es inducido por la falta de azucar, y la
expresion de los genes puede optimizarse por medio de los intercambios de medios
de manera que las células estén expuestas a fases consecutivas de crecimiento y
produccion (Lee et al., 2007). Los cultivos de suspension de células de arroz tienen
un tiempo de duplicacion de 1.5 a 1.7 dias (Trexler et al., 2002). Muchos productos
farmacéuticos se han expresado en células de arroz y al menos una compafiia
importante ha adoptado células de arroz como plataforma de produccion industrial,
aunque para ingredientes cosméticos de grado no farmacéutico y reactivos de
investigacién (Corea; http: //www.nbms.co.kr/). Las lineas celulares de zanahoria
pueden derivar de tejidos de hipocétilo, epicétilo o cotileddn. La transformacion de
las células de la zanahoria se puede lograr mediante el co-cultivo con A.
tumefaciens, con el bombardeo de particulas o con la electroporacion de

protoplastos (Rosales-Mendoza y Tello-Olea, 2015).

2.13.4 Cultivos continuos de células en suspension

Los cultivos continuos de células en suspensién son usados cuando se

requiere la produccion y liberacion de metabolitos secundarios. La recuperacion del
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producto es relativamente facil debido a la existencia de una fase liquida y una
sélida. Por lo tanto, estos tipos de cultivos ofrecen un potencial frente a los
inconvenientes presentes en otros tipos de cultivos de células vegetales como la
inestabilidad celular y los bajos rendimientos de los compuestos deseados. Este tipo
de cultivo se les conoce también como cultivos de perfusion que pueden satisfacer
las necesidades de obtencidn de vacunas principalmente viricas a gran escala y los
biorreactores que podrian utilizarse como el air-lift, (Orozco et al. 2002). Para
optimizar la recuperacion del producto en este tipo de cultivos en células, se han
usado varias metodologias como el ajuste de temperatura, permeabilizacion
eléctrica, cambiando la composicion del medio y permeabilizaciéon con sustancias
quimicas como dimetil sulféxido (Buitelaar y Tramper, 1992). Dentro de las ventajas
al usar este tipo de cultivo se tienen los siguientes: (1) una operacion continua con
una alta proporcién de dilucion, (2) evita el esfuerzo de corte debido a que las células
se retienen en un recipiente mecanico, (3) debido a la operacion continua hay un
mejor tiempo de fermentacion y productividad; y (4) hay una disminucién de los
costos de procesamiento (Sajc, et al. 2000).

En un futuro cercano, los cultivos de suspensién de células vegetales
ciertamente se convertirdn en la opcién preferida entre los sistemas basados en
plantas para la produccion de proteinas recombinantes de alto valor, porque
combinan las ventajas de todos los demas sistemas. Los sistemas basados en
plantas aun enfrentan un importante cuello de botella que debe ser superado: por
ejemplo, los rendimientos mas bajos en comparacién con los cultivos de células de
mamiferos. Esto refleja en parte la aparicion mucho mas reciente de las células
vegetales como una plataforma competitiva, por lo que hasta ahora ha habido
menos inversion en la optimizacion, el medio y el proceso en comparacion con las
células de mamiferos. Sin embargo, hay muchos investigadores que trabajan
actualmente para abordar este desafio, y varios informes recientes que se analizan
en este documento han logrado avances en el desarrollo de una soélida produccién
y estrategias de procesamiento posterior. Estos desarrollos incluyen optimizacién

de medios, ingenieria de procesos, disefios estadisticos experimentales y
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tecnologias analiticas de procesos. En general, estos procedimientos de
optimizacién conduciran a mayores rendimientos. Otros factores que también
contribuiran al éxito de las células vegetales en suspension incluyen el cumplimiento
con las buenas practicas de fabricacion (GMP, por sus siglas en inglés) que mejora

la bioseguridad y productividad.

2.13.5 Cultivos en matraz Erlenmeyer

El cultivo en matraz Erlenmeyer es empleado para el establecimiento y
evaluacion de nuevos cultivos, la determinacion de factores basicos en los cultivos
como son la temperatura, pH, tiempo de -cultivo, relacion de inoculacion,
concentraciones de nutrientes, asi como estudios mas avanzados como el analisis
en el crecimiento y produccion en respuesta a diversos factores, elucidacion de vias
metabdlicas, etc. (Blchs, 2001). A pesar de que los cultivos en matraz agitado
representan la base de los estudios de caracterizacion, se conoce poco sobre los

procesos de trasferencia de masa y energia (Blchs y Zoels, 2001).

Estos sistemas presentan algunos problemas de operacion, como es el control
de la temperatura, que casi siempre se realiza por el medio ambiente generado en
un cuarto de cultivo o en una incubadora, pero no es posible asegurar que la
temperatura sea la misma. El pH en estos sistemas no tiene control (Nakahara et
al., 1992). Los matraces son poco eficientes en la transferencia de gases (Oz2y CO2)
y el monitoreo continuo es complicado, causando que la demanda de oxigeno del
cultivo y la velocidad de transferencia de oxigeno al cultivo (VTO) sean parametros
que se toman poco en consideracién (Hilton, 1999). En respuesta a la baja
transferencia de gases al medio de cultivo que se realiza en los matraces agitados,
se han adicionado con bafles, con lo cual se ha incrementado la trasferencia de Oz,
a bajas velocidades de agitacion. Los matraces con bafles tienen areas de contacto
irregulares, en la interfaz liquido-gas que estan determinas por factores como son
diferencias geométricas en los matraces, volumen de llenado, diferencias en la
excentricidad, etc. A diferencia de los matraces con bafles, los matraces Erlenmeyer

convencionales tienen un area de transferencia bien caracterizada. Sin embargo, el
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empleo de bafles genera perfiles de agitacion dificiles de caracterizar (Buichs, 2001).
No obstante, los altos niveles de estrés hidrodinamico pueden estimular la actividad

del metabolismo en los cultivos celulares creciendo en esta condicion.

Los procesos de cultivo liquido a pequeia escala con matraces agitados se
han estudiado muy poco desde el punto de vista de su escalamiento a biorreactor.
En algunas ocasiones es dificil o imposible reproducir en los biorreactores de
laboratorio los resultados obtenidos en el matraz. Se ha caracterizado el matraz
agitado en funcion de la potencia consumida (Bichs et al., 2000). La potencia
suministrada al matraz por la agitacion orbital genera dos fenémenos, el primero se
lleva a cabo en las paredes del matraz al ser cubiertas por el medio liquido. Este
forma una pelicula, cuya area esta en funcion de la velocidad de rotacion. El
segundo fendbmeno ocurre con el liquido que es agitado y no se detiene para formar
la pelicula. ElI primer fendbmeno se comporta de forma similar a un reactor de
pelicula, mientras que el segundo lo hace como un reactor de tanque agitado (Maier
et al., 2004).

2.13.6 Cultivos vegetales en biorreactores

Los cultivos de células vegetales a menudo tienen éxito en el laboratorio
porque se pueden cultivar en matraces bien aireados y los productos se pueden
extraer en pequefos volimenes de almacenamiento, permitiendo el uso de
inhibidores de la proteasa y otros aditivos costosos que no se pueden usar a escala
del proceso. La seleccion y optimizacion de la linea celular también tienden a
llevarse a cabo utilizando pequefios matraces o incluso placas de microtitulacion,
por lo que la ampliacion de la produccién es un desafio importante (Fischer y
Alfermann; 1995). Los cultivos de células vegetales se han hecho en diferentes
biorreactores, como reactores de tanques agitados (Doran, 1999), reactores de
onda (Eibl y Eibl, 2006), columna de burbuja (Terrier et al., 2007), reactor de
columna de burbuja (Shaaltiel et al., 2007), reactores tipo air-lift (Chisti, 1989),

reactores de membrana (McDonald et al., 2005) y reactores de tambor con rotaciéon
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(Tanaka, 2003). En muchos informes, se han usado biorreactores de tanque agitado
con impulsores grandes y un anillo rociador para reducir el esfuerzo de corte,
proporcionando valores de biomasa maximos de 60 a 70% de volumen de células
empaquetadas. En el contexto de los cultivos de suspension celular, el biorreactor
debe adaptarse a la linea de produccion para sinergizar con sus caracteristicas
bioldgicas, por ejemplo, tasa de crecimiento, morfologia, tendencia de agregacion,
sensibilidad al corte, demanda de oxigeno y propiedades reoldgicas. Los méritos
relativos de los diferentes disefios de reactores se han discutido y revisado

intensamente (Huang y McDonald, 2012).

Los cultivos en los diferentes disefios de reactores abarcan una gama de
volumenes y ofrecen tres estrategias de fermentacion principales: procesos
discontinuos, alimentados por lotes y continuos. La fermentacion por lotes es el
proceso mas simple y mas comunmente utilizado. Una fermentacion discontinua se
llena con medio, se inocula y, después de la inoculacién, el reactor es un sistema
cerrado, excepto por algunos aditivos como el oxigeno, bases y &cidos para
controlar el valor del pH. El cultivo celular experimenta un retraso, una fase de
crecimiento exponencial y estacionario y el crecimiento celular generalmente ocurre
en condiciones variables y algunas veces desfavorables. Un modo de fermentacion
mas avanzado es la fermentacién por lotes alimentados, que comienza con una fase
de lotes clasica y una vez que se alcanzan ciertas condiciones, se inicia la
alimentacion, es decir, se proporcionan nutrientes adicionales. En los lotes
alimentados también estdn cambiando varios parametros de cultivo y las células
experimentan fases de crecimiento cléasicas. Ademas, las fermentaciones de lotes y
de lotes alimentados sufren de una baja relacion entre los tiempos de ejecucion y
preparacion (preparacion, esterilizacion antes del cultivo y limpieza posterior), que

pueden compensarse con inversiones de personal e infraestructura.

Se han desarrollado diferentes estrategias de fermentacién continua para los
cultivos de células vegetales para superar los tiempos de ejecucién y configuracion.
Las estrategias clasicas de fermentacion continua son procesos de perfusion y

quimiostato. En los procesos de perfusion, las células en el reactor son compatibles
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con la alimentacion continua de medios frescos y el caldo de fermentacion libre de
células se extrae constantemente en el mismo volumen. La fermentacion de
perfusion se ha realizado con éxito con cultivos de células vegetales (De Dobbeleer
et al., 2006). En una fermentacion de quimiostato, el cultivo también est4 siendo
soportado por una alimentacion continua de medio fresco, pero en este caso el
mismo volumen de caldo de fermentacion que se esta eliminando también contiene
células, por lo que en una perfusion la densidad celular aumenta mientras que en
un quimiostato la densidad celular se mantiene constante. Un cultivo de quimiostato
puede durar mucho tiempo y las células se mantienen en la fase de crecimiento
exponencial, lo que hace que esta estrategia sea atractiva para la produccién a gran
escala (Miller et al., 2006). A pesar de las caracteristicas ideales del biorreactor
continuo, el proceso en si mismo es sensible y esta sujeto a influencias de diversos
factores, como los riesgos de contaminacion, la inestabilidad genética y los cambios
en la fase biotica del biorreactor. Para evitar estas condiciones, se han desarrollado
estrategias de fermentacion, donde una fraccién del caldo de fermentacién se
elimina una vez y se reemplaza por medio fresco (Hogue et al; 1990).

Los méritos de las diferentes estrategias de cultivo se resumen y analizan de
forma exhaustiva a partir de Xu et al. (2011). Algunos ejemplos recientes de cultivos
a gran escala son la fabricacion de anticuerpos en células BY-2 de tabaco, que se
ha incrementado desde matraces hasta biorreactores desechables de 200L sin

pérdida de rendimiento (Raven et al., 2014).

2.14 Biorreactores

Los biorreactores representan una estrategia muy ventajosa para el
crecimiento de los cultivos de células y tejidos vegetales, ya que pueden alcanzar
volimenes mayores a los que alcanzan los matraces agitados; sin embargo, aun
cuando es posible utilizar reactores tradicionales con modificaciones para cultivar
células en suspension, los cultivos de tejidos y 6rganos vegetales representan un

gran reto técnico. Puesto que cada tipo de tejido requiere de adaptaciones
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particulares, de la implementacion eficiente de estas dependera su factibilidad. Para
los cultivos de células vegetales en suspension los tipos de biorreactores que se
pueden utilizar son: de tanque agitado, columna de burbujas o tipo air-lift. Los
biorreactores de tanque agitado se recomiendan para cultivos de alta densidad
celular (20-30 kg de peso seco/m®), mientras que para los tipos air-lift se
recomiendan para cultivos de menor densidad celular (15-20 kg de peso seco/m3)
(Doran, 2000). Se ha desarrollado un biorreactor para cultivos de plantas vegetales
de alta densidad sensibles al esfuerzo de corte llamados biorreactor de impulsor
centrifugo (CIB, por sus siglas en inglés) tiene las ventajas de menor turbulencia
superficial, menor esfuerzo de corte y mayor capacidad de suministro de oxigeno
Gtiles para obtener altos rendimientos (Wang y Zhong, 1996). Actualmente se han
desarrollado otro tipo de biorreactores de bajo costo de produccion para cultivos de
células vegetales como son: de flujo y reflujo, forrado de plastico, de ondas y de

burbuja tipo slug (Georgiev et al. 2009).

2.14.1 Disefno de biorreactores

La habilidad de explotar los cultivos vegetales para la obtencion de
compuestos bioactivos depende del desarrollo de biorreactores propios para
afrontar el crecimiento de tejidos interconectados (Giri y Narasu, 2000). Son varios
los tipos de biorreactores a escala laboratorio y piloto que han sido usados para el
estudio integral del cultivo de células en suspension. Estos consisten en adecuar
los tipos béasicos ya existentes, de manera que pueden afrontar las estructuras
formadas por las acumulaciones de raices, con el fin de lograr un crecimiento mas
homogéneo, que facilite el paso de las fases continuas hacia el interior del empaque
de raices, y asi mejorar la transferencia de masa. Aun cuando el tanque agitado es
el biorreactor por excelencia para el cultivo de células en suspension y cultivo de
raices, la agitacion con impulsores mecanicos no es posible porque causa
rompimiento del tejido, desorganizacion del crecimiento y formacion de callos, con
la pérdida subsecuente de la productividad (Nuutila et al; 1994). Se han reportado

mejores condiciones de crecimiento y formacion de producto en biorreactores sin
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agitacion mecanica (air-lift y columna burbujeada) que con ella (Buitelaar et al,
1991).

2.14.2 Escalamiento

El escalamiento depende de la habilidad para llevar a cabo la distribucién de
nutrientes entre las células debidamente distribuidas en todo el espacio interno del
biorreactor, por lo que se requiere analizar pardmetros de flujo de gases y liquidos
dentro de biorreactores piloto (Kanokwaree y Doran, 1997). Asimismo, es muy
importante considerar la morfologia de las células vegetales transformadas como
factor para el escalamiento, en lo cual, el paso de la escala de matraz agitado a
biorreactor es el mas dificil (Sighn y Curtis, 1994), dado que la relacion superficie
radial/volumen es diferente. En este contexto, los resultados del escalamiento de
cultivos transformados de matraz a biorreactor han sido diversos. Por ejemplo, Taya
y colaboradores (1989) encontraron que el escalamiento de matraz a tanque agitado
de 0.3 L, bajaba dramaticamente las concentraciones de células transformadas de
Beta vulgaris. Los rendimientos de atropina fueron superiores en cultivos en
biorreactor air-lift de 2.5 L que en matraz agitado (Sharp y Doran, 1990), aun cuando
la concentracion de suspensiones era menor. En otros resultados, el escalamiento
de cultivos vegetales transformadas de C. roseus de matraz a biorreactor air-lift de

1 L produjo concentraciones similares (Toivonen et al, 1990).

2.14.3 El biorreactor tipo air-lift

En los biorreactores air-lift con draft interno (Figura 6) la potencia suministrada
proviene de dos fuentes: la expansion isotérmica del gas a manera que asciende
por el riser y la energia cinética del gas inyectado. Ademas, la diferencia de
densidades ocasionada por la expansién isotérmica y la diferencia en los gas-
holdups (volumen del gas/volumen del liquido gaseado) entre el riser y el
downcomer, genera recirculacion del liquido y de burbujas que juegan un papel

critico en la distribucion de biomasa, nutrientes y desechos a bajos niveles de estrés
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(Chisti, 1989). Sin obstruccion, el biorreactor air-lift opera en un amplio rango de
velocidades de flujo de liquido y de aireacion, lo cual genera velocidades de
recirculacion en el orden de los 0.10 m st (Wheiland, 1981). Sin embargo, cuando
aumenta la cantidad de solidos no disueltos, las burbujas de gas colisionan y la
extension del gas-holdup decae ocasionando una disminucion en la velocidad del
liquido con la perdida subsecuente de turbulencia. Dado que los procesos de
transporte estan relacionados de manera directa a la turbulencia, al disminuir ésta,

los procesos de transferencia de masa y energia también se limitan.

Head-space —6 a
v/

Flujo

Downcomer —»

Columna

riser

Draft

Aspersor

Figura 6. Biorreactor air-lift con draft interno y su aspersion.

Este tipo de biorreactor pertenece a los de columna de burbujas, por lo tanto,
no utiliza una agitacion mecanica, en su lugar existe un flujo de aire en la base del
reactor que mezcla el contenido. El aire inyectado pasa por un difusor que dirige el
flujo de aire al centro del draft, haciendo un flujo de liquido ascendente (riser),
provocando asi que el liquido de la zona anular en el biorreactor descienda
(downcomer), generando de esta forma agitacion axial. Hay algunas condiciones de
operacion que pueden mejorar los mecanismos de transferencia de masay energia.
Se ha observado que la altura del liquido en la parte no bafleada, por encima del
draft, es de gran importancia dado que es aqui donde se genera la turbulencia

ocasionada por la expansion isotérmica. En un estudio realizado por Weiland
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(1981), se observé que para un biorreactor air-lift con draft y loop interno (relacion

(dp/dc=0.76 y Ugr = 0.015 ms™), el tiempo de mezclado en el biorreactor bajaba

considerablemente conforme se acortaba el draft. En otros aspectos, la introduccion

de puntos de conexién entre el draft y la columna reduce la recirculacion del liquido

en el downcomer, y las perforaciones en el draft crean mayor circulacion hacia éste.

DEL LIQUIDO ¢

VELOCIDAD

Kia

v SUPERVIVENCIA
TRANSFERENCIA |« U DELA CELULA
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A T T
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| MEZCLADO |‘ TURBULENCIA ’ ESTRES
v v ——
TRANSFERENCIA TAMANG DE x&#%égr})l})? li)i
DE MASA LABURBUIA | 1 " pugsusa

GAS-HOLDUP

Figura 7. Circulacién de liquido en biorreactores tipo air-lift (tomada de Caspeta, 2004 y

Chisti, 1989).
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[ll. ANTECEDENTES DIRECTOS

3.1 Importancia de la proteina quimérica LTB-Syn

La evidencia de que la proteina a-syn podria ser la causa en la enfermedad de
Parkinson proviene del analisis de formas autosémicas raras por tres mutaciones
puntuales diferentes en el gen a-syn (SNCA) que conduce a la formacion de
proteinas mal plegadas. Se identific6 que la proteina cuando esta mal plegada
inducia la EP y una extensa patologia de cuerpos de Lewy (Lansbury y Brice, 2002).
La evidencia experimental por métodos inmunologicos fue proporcionada por el
trabajo de Masliah et al; en 2005. Usando el enfoque de inmunoterapia activa, ellos
encontraron que los ratones inmunizados con la proteina de humano a-syn
completa desarrollaron anticuerpos con una afinidad relativa alta hacia a-syn. Estos
animales mostraron una acumulacion disminuida de agregados a-syn en las células
neuronales, que se asocidé con una neurodegeneracion reducida y una funcion
mejorada. Ademas, en este estudio se identificaron tres epitopes reconocidos por
los anticuerpos inducidos (a-Synss-g9, 0-Synio9-126, A-SyN126-140) quUe posteriormente
se usaron como péptidos sintéticos conjugados con un adyuvante y se probaron en
ratones dando como resultado respuestas humorales capaces de reconocer
agregados de la proteina a-syn en cerebros de pacientes con EP, sugiriendo una
actividad inmunogénica conveniente para la formulacibn de una vacuna
(Ghochikyan et al. 2014).

A partir de esa evidencia directa, el trabajo realizado por Arevalo-Villalobos en
2017 consistid en la obtencion de callos de tabaco que expresan una proteina
quimérica (LTB-Syn) compuesta por la subunidad B de la toxina termolabil de E. coli
(LTB) y los tres epitopes de la proteina a-sinucleina (nombrados Synl, Syn2 y
Syn3), los cuales como ya se menciond son relevantes en la enfermedad de
Parkinson (figura 8 y 9). La proteina quimérica LTB-Syn se expres0 y caracterizé en
tabaco (N. tabacum); comprobando la presencia del transgén por medio de PCR y

Western-blot. Para el analisis de la expresion de la proteina se utilizaron dos
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diferentes anticuerpos (anti-LTB y anti-Syn3) y mediante ensayos de ELISA-GM1
realizaron la cuantificacion obteniendo rendimientos de hasta 160 ng/ger.
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.

. )

5
- RB NOS-ter g CaMV 35S-Pro NOS-ter LB -
J

|

Figura 8. Descripcién del vector de expresion pBI-LTB-Syn. Esta construccion se basa en
el vector binario pBlI121 y se usé para transformar las zanahorias por A. tumefaciens. RB
borde derecho, LB borde izquierdo. El vector alberga el gen de resistencia nptll bajo el
control del promotor de la nopalina sintasa para la seleccion de transformantes. El gen de
interés se expresa bajo el control del promotor constitutivo 35S del virus del mosaico de la
coliflor (CaMV35S).

MKMKVLVEEVATILVAWQCHAAPQSITELCSEYRNTQIYTINDKILSYTESMAGKRREMVIT

NDPRVPSRAGS IAAATGEFVKKDQQEGILEDMPVDPDNEAYEEMPSEEGYQDYE PEASEKDEN

Figura 9. Secuencia de aminoacidos de la proteina quimérica LTB-Syn. El disefio del
inmundégeno se basa en los siguientes elementos: péptido sefal (en amarillo), la
subunidad B de la enterotoxina labil al calor de E. coli (lineas continuas), un conector
flexible que contiene prolina (negritas), los tres epitopes de a-sinucleina (Synl, Syn2 y
Syn3, en gris) y el péptido de retencion en RE (SEKDEL en rojo).

Este trabajo sugiere que la proteina quimérica LTB-Syn es un antigeno
funcional en evaluaciones de inmunogenicidad via oral con animales de prueba. Asi
mismo es el primer informe sobre la expresion de un antigeno que podria conducir
a la fabricacion de posibles vacunas en tejidos vegetales comestibles con un

potencial terapéutico en modelos preclinicos contra la enfermedad de Parkinson.
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IV. JUSTIFICACION

La enfermedad de Parkinson (EP) es la segunda enfermedad
neurodegenerativa mas frecuente después del Alzheimer. La prevalencia de EP ha
aumentado del 1 al 2% a nivel mundial en adultos mayores de 60 afios, ya que la
edad es un factor de riesgo para la enfermedad (De Lau y Breteler, 2006). Hoy en
dia con las técnicas moleculares y de cultivo celular se han podido fabricar vacunas
y biofarmacos contra las enfermedades neurodegenerativas a partir de cultivos
vegetales a bajos costos y en ausencia de patégenos humanos. Entre las que
destaca la especie Daucus carota, ya que esta especie ofrece un recurso atractivo
para la produccion de vacunas orales con un procesamiento minimo para su
administracion, por ejemplo, el empaquetado en capsulas de gelatina. Sin embargo,
este potencial aun no se ha aplicado en el desarrollo de vacunas orales a partir de
cultivos de células en suspensiones en biorreactores. Es por esto que es importante
establecer cultivos de células en suspension transformados con el gen LTB-Syn de
Daucus carota, asi como optimizar dichos cultivos para poder obtener un mayor
rendimiento de la proteina quimérica LTB-Syn en biorreactores tipo air-lift y asi
lograr un incremento en la productividad de la biomasas activa, lo que representa
una alternativa original para la produccion de la proteina de interés con un
procesamiento minimo y con la capacidad de ser administrada por via oral, por
ejemplo, en forma de pildoras con material liofilizado. Lo anterior representa una
alternativa de gran impacto para el control de la enfermedad de Parkinson, ya que
hara posible la aplicacién de vacunas en ensayos preclinicos en zonas pobres o en

desarrollo.

V. HIPOTESIS

El establecimiento y optimizacion de cultivos in vitro de células en suspension
transformados con el gen LTB-Syn de la especie Daucus carota (Umbelliferae)
permite incrementar la biomasa y el rendimiento de la proteina quimérica LTB-Syn

en matraz y en biorreactor tipo air-lift de 2L.
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VI. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Establecer cultivos transformados con el gen LTB-Syn de Daucus carota para la
produccion a nivel de matraz agitado y biorreactor air-lift de 2L la proteina quimérica

LTB-Syn, la cual es una vacuna experimental contra la enfermedad de Parkinson.

6.2 Objetivos especificos:

1. Establecer las condiciones de crecimiento de callos y células en suspension de
la linea transformada Z4 y silvestre (WT) de la especie D. carota.

2. Caracterizar los parametros cinéticos de crecimiento en callos y células en
suspension de la linea transformada Z4 de D. carota a nivel matraz de 250 ml.

3. Caracterizar los parametros de crecimiento y produccion de la linea
transformada Z4 de D. carota a nivel biorreactor air-lift de 2L.

4. Evaluar la produccion de la proteina quimérica LTB-Syn por ELISA, a nivel
matraz y biorreactor air-lift de 2L.

5. Determinar la presencia de la proteina quimérica LTB-Syn por Western-blot, a

nivel matraz y biorreactor air-lift de 2L.

VIl. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

El disefio experimental se planted en dos etapas simultaneas (figura 10). La primera,
involucré el establecimiento de los cultivos de callos (lineas Z4 y WT) en frascos de
vidrio de 100 ml, posteriormente el cultivo de células en suspensiéon de la linea
transgénica Z4 en matraz agitado de 250 ml y en biorreactor air-lift de 2L.
Finalmente, se realizaron las cinéticas de crecimiento de callos y células en
suspension en matraz y biorreactor. La segunda etapa del proyecto consistié en el
analisis fitoquimico a partir de la deteccién y cuantificacion de la proteina quimérica
LTB-Syn presente en los cultivos a nivel de matraz y biorreactor en los que se realiz6

las cinéticas.
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Etapa 1

Cultivos de callos de D. carota en frascos de 100ml
* Linea no transgénica (WT)
* Linea transgénica (Z4)

Y
Establecimiento de células en suspensién en matraz
agitado de 250ml

Determinacion de parametros cinéticos:

- Biomasa (PF y PS)
> - Viabilidad celular
- Consumo de azicares
- Andlisis de pH del medio
- Conductividad electrica

- Cinética de callos (lineas Z4 y WT)
- Cinética en suspensiones de la linea Z4 en matraz de
250ml y biorreactor air-lift de 2L

Etapa 2

Y

Anilisis fitoquimico:

- Cuantificacién de la proteina LTB-Syn por ELISA
- Deteccién de la proteina LTB-Syn por Western-blot

Figura 10. Diagrama de flujo para el cultivo de la linea Z4 y WT de Daucus carota.

7.2 Andlisis estadistico

Las pruebas estadisticas presentados en tablas y figuras corresponden a la media
de al menos dos réplicas biologicas realizadas por triplicado para los puntos

cinéticos en matraz y biorreactor + valores de error estandar.
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VIII. MATERIALES Y METODOS

8.1 Obtenciodn de las lineas transformadas de Daucus carota

Los callos iniciales de Daucus carota fueron proporcionados por el grupo de trabajo
a cargo del Dr. Sergio Rosales-Mendoza del laboratorio de Biofarmacos
Recombinantes de la Universidad Autbnoma de San Luis Potosi (UASLP). Los
callos se transformaron genéticamente mediante el co-cultivo con A. tumefaciens
utilizando un vector de expresion binario donde se clond el gen LTB-Syn bajo el
control del promotor CaMV35S y un gen de resistencia a kanamicina (nptll) como
marcador de seleccion (Arévalo-Villalobos et al. 2017). Estos se establecieron bajo
las siguientes condiciones de cultivo [medio rico en sales MS, adicionado con 20
aminoécidos, sacarosa 3%, 2,4-D (1ml/L), BA (300ug/L), luz continua, kanamicina
(25mg/L), cefotaxina (125mg/L); obteniendo cuatro lineas independientes
transgénicas (Z1-Z4) y la silvestre (WT), de las cuales para este trabajo solo se
utilizé la linea Z4 por ser la que tuvo un mejor rendimiento en la produccion de la

proteina de interés y la linea WT como control.

8.2 Medio de cultivo

El medio nutritivo que se utilizd para cultivar los callos y células en suspension
de Daucus carota en el Centro de Investigacion en Biotecnologia (CEIB/UAEM), fue
MS (Murashige y Skoog, 1962), adicionado con 30g de sacarosa, 3g/L PVP y los
fitorreguladores: 2,4-D (2mg/L) y cinetina (2mg/L). El pH del medio se ajust6 a 5.7
antes de su esterilizacion en autoclave. Al medio de cultivo solido se le adicioné

3.2¢/L de Phytagel y se esterilizo por 15 minutos a 121°C y 15 psi.
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8.3 Cultivo de callos

El cultivo de callos se realizé en una campana de flujo laminar, la cual se limpid
con alcohol al 70% y se dej6 con luz UV durante 30 minutos. Posteriormente se hizo
la siembra de callos en frascos de vidrio de 100 ml con 20 ml de medio MS solido
para generar suficiente biomasa. Los cultivos se mantuvieron en condiciones de luz
constante (24pmol.m2. s'1) y fotoperiodo (16hrs luz/ 8hrs oscuridad) a 25°C con una
humedad relativa de 90% con resiembras cada 20 dias aproximadamente.

8.3.1 Cinética de crecimiento de callos

La cinética de crecimiento se inicié a partir de subcultivos de callos friables de
la linea transformada (Z4) y de la linea silvestre (WT) partiendo de un in6culo de
0.5g con el fin de evaluar la producciéon de biomasa (peso fresco) y proteina de
interés respecto al tiempo bajo las condiciones de fotoperiodo. Para esta cinética de
crecimiento se tomaron tres repeticiones por condicién al azar cada cinco dias por
40 dias. Se peso la biomasa empleando una balanza analitica y se determinaron
los rendimientos de la proteina de interés producida en cada uno de los puntos,

como se describe a detalle mas adelante.

8.4 Establecimiento de células en suspension

Para obtener las suspensiones celulares se utilizaron los callos friables
previamente subcultivados de la linea Z4 de D. carota que estaban en fase
exponencial, segun el protocolo de Rodriguez-Monroy (2009). Para esto se agrego
un inéculo de 10% (v/v) de biomasa en matraces bafleados de 250 ml con un
volumen de 100 ml de medio MS liquido. Los matraces se mantuvieron en un
agitador orbital de plataforma (Modelo LSI-1005R) a una velocidad de agitacion de
115rpm, en un cuarto de cultivo con luz constante (24pumol.m=2. s1) y 25°C. A los 12
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dias de la transferencia de los callos al medio liquido, se descarto el sobrenadante
(medio de cultivo con restos de células muertas), procurando que las células se
mantuvieran en el matraz, posteriormente se agregé medio de cultivo fresco hasta
completar nuevamente el volumen establecido inicialmente. Para la generacion de
biomasa cada dos semanas se repitio el procedimiento anterior, con la diferencia de
que, una vez colocado el medio fresco se traspaso el contenido en dos matraces
Erlenmeyer de 250 ml con un volumen 100 ml de medio de cultivo, procurando que
los grumos y agregados mas grandes no fueran transferidos con el fin de ir
estableciendo suspensiones celulares finas y eliminando la mayor cantidad de

agregados.

8.4.1 Cinética de crecimiento de células en suspension en matraz de 250 ml

Una vez que se obtuvo biomasa suficiente de suspensiones celulares finas con
15 dias de crecimiento, se inici6 la cinética de crecimiento. Para esta cinética de
crecimiento con ceélulas en suspension de la linea Z4 se utilizaron 48 matraces
Erlenmeyer de 250 ml con un volumen de trabajo de 100 ml de medio MS y un
in6culo de 10%. Se mantuvieron en agitacion orbital de 110rpm, bajo condiciones
de luz constante (24umol.m=. s1) a 25°C, durante 45 dias. Se utilizaron datos de
tres replicas independientes para mediciones analiticas cada 3 dias y se calculé la

media y desviacion estandar.

8.5. Cultivo en biorreactor air-lift de 2L

8.5.1Condiciones del biorreactor air-lift

El biorreactor tipo air-lift utilizado en este trabajo consta de una columna con
draft interno, cuya relacion entre diametros (do/dc) es de 1.94, y entre alturas (ho/hc)

de 1.74. En este equipo la aspersion del aire se realiza en la parte inferior del draft,

50



de manera que se genera un loop interno en el cual el upcomer se encuentra en el
draft, y el downcomer en el anillo. Se operd con las condiciones sefaladas en la
tabla 4. Finalmente se realizaron 2 réplicas de cinéticas de crecimiento de 30 dias,

evaluando los mismos parametros que en la cinética de matraz agitado.

Temperatura 25°C

Luz constante 3000 Lux

Volumen de trabajo | 80% (1.7L)

VVM 1.0 (dia0a 12)

Inéculo 10% (180 grr de células)
Muestreo 20 ml cada 72h

Tabla 4. Condiciones de operacion del cultivo en biorreactor air-lift de 2L

8.5.2 Material vegetal

Las células en suspension de la linea Z4 se propagaron en dos matraces de 1L para

generar biomasa suficiente como inoculo para el biorreactor air-lift de 2L.

8.5.3 Preparacion y operacion del biorreactor

El biorreactor se esteriliz6 a 120°C y 15 psi, junto con 1.7L (80 % del volumen
nominal) del medio de cultivo MS. Antes de inocular, se puso en operacion durante
2 dias a un flujo de 0.17 L min (0.1 vvm). Realizado lo anterior, se aseguré la
esterilidad del sistema, y se procedid a inocular mediante el método que se describe

a continuacion.

8.5.4 Inoculacioén al biorreactor

La inoculacion es un punto fundamental. Este proceso se llevd a cabo en
condiciones de esterilidad dentro de una campana de flujo laminar. Los matraces
de 1L con la biomasa generada se introdujeron en la campana; posteriormente, se

filtraron en vacio y se pesaron 180g. Se depositaron las células en un volumen de
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500 ml de medio fresco en otro matraz de 1L y se succionaron mediante un tubo de
vidrio de 15 cm conectado al draft y al anillo mediante una manguera de silicon de
% X Y2 pulgadas para asi poder transferir la biomasa poco a poco arrastrando las
células en suspensiéon con ayuda de una bomba peristaltica operada a un flujo de
5L mint. El proceso se repitioé hasta adicionar el total de las células en suspension.
Con esta recirculacion, se logré contar con cualquier cantidad de medio que se

requeria para introducir en el biorreactor el 100 % del inéculo.

8.5.5 Cinética de crecimiento en biorreactor air-lift de 2L

Para la cinética tipo-lote en el biorreactor air-lift de 2L con la linea Z4 se utilizé
un volumen de trabajo del 80% de medio MS y un inoculo de 10%. Se mantuvo en
condiciones de luz constante (3000 lux) a 25°C, durante 30 dias. Se tom6 una
muestra de 20 ml en condiciones controladas asépticas del medio de cultivo cada 3
dias, hasta completar los 30 dias de cultivo. En este caso se midié la conductividad
para la determinacion indirecta de las concentraciones de biomasa en peso fresco

Y peso seco.

8.6 Métodos analiticos

8.6.1 Medicién de la conductividad en biorreactor air-lift de 2L

La conductividad del medio de cultivo en el biorreactor se midié con un
conductimetro marca Orion, modelo 105. Dado que la conductividad varia de
manera exponencial con la temperatura, las mediciones se hicieron a 25°C. Las
mediciones de conductividad sirvieron para establecer la relacién entre el
crecimiento de las células y la conductividad del medio de cultivo del biorreactor, y
con esto, el establecimiento de un modelo que nos permitiera la medicion indirecta

de la concentracién de biomasa (Peraza et al; 2001).
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8.6.2 Cuantificacién de azlcares totales

Para la cuantificacion de azucares en el medio nutritivo de las células en
suspension se realizaron curvas de calibracién de sacarosa, fructosa y glucosa para
determinar al consumo de carbohidratos presentes en el medio de cultivo de las
muestras en matraz agitado y biorreactor. Esta cuantificacion se realizé por
cromatografia liquida de alta eficacia en fase reversa (RP-HPLC) de la marca
Waters 7117 plus Autosampler. Como fase estacionaria se utilizé una columna
amino (NH2) UG80 de tamafio 5um (4.6 mm x 150 mm) y como fase movil
CH3CN:H20 (acetonitrilo: agua) en una proporcion 80:20 respectivamente y un flujo
de operacion de 1.0 ml mint a 25°C. Los datos obtenidos se reportan como gramos

de sustrato por litro de medio S (g L?).

8.6.3 Andlisis de biomasa en peso fresco

En el caso de los callos el peso fresco (PF) se determiné retirando la biomasa
del medio de cultivo sdlido y colocandola en una charola de plastico para poder
pesarlo en una balanza analitica. Posteriormente los callos se guardaron por
separado en tubos Falcon, y se conservaron a -80 °C para su posterior analisis.
Para las células en suspension tanto en matraz como en biorreactor se filtraron las
biomasas de cada muestra a través de papel filtro de poro medio (4um de retencion)

al vacio y se pesaron en una balanza analitica.

8.6.4 Medicion del pH

El pH del medio de cultivo es muy importante, ya que éste afecta tanto al

crecimiento celular como a la actividad de los reguladores del crecimiento. EI medio
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de cultivo filtrado de la cinética de suspension a nivel matraz y biorreactor se les

midio el pH con un potencidmetro marca ORION modelo 410A.

8.6.5 Andlisis de biomasa en peso seco

De igual forma para obtener el peso seco las biomasas filtradas se secaron
por 2-3 dias en una liofilizadora (marca LABCONCO FreeZone) a -50°C y 0.02 mbar
de vacio, hasta mantener un peso constante y se pesaron en una balanza analitica.
Con los datos obtenidos se calculd la media y desviacion estandar. Se realizaron
los gréaficos de cinéticas de crecimiento de peso fresco (g L™ PF) y peso seco (g L*

PS) en funcién del tiempo.

8.6.6 Obtencién de pardmetros cinéticos

A partir del andlisis de las biomasas se calculé la velocidad especifica de
crecimiento celular (W) y el tiempo de duplicacion (td) con las siguientes ecuaciones:

Velocidad especifica de crecimiento ()

Donde:
p=Ln[ X 1
X e u: Velocidad especifica de crecimiento
Xi: Biomasa inicial
Xi: Biomasa final

ta=Ln2 ;
t: Tiempo

3 ta: Tiempo de duplicacion

Ln2: Logaritmo natural de 2
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Ademas de la u y el td, se calcularon los rendimientos de biomasa (Yxs),

rendimiento de producto (Yrix), indice de crecimiento (IC) y productividad.

Donde:

(Yxs): (gramos de biomasa producida/gramo de sustrato consumido)
(ugP/gS): (1 gramos de LTB-Syn producido/gramo de sustrato consumido)
(ugP/gX*): (u gramos de LTB-Syn/ gramo de biomasa por dia)

(1C) (gramos de biomasa final/gramos de indculo inicial)

8.6.7 Viabilidad celular

La viabilidad celular de callos, de suspensiones celulares a nivel matraz y de
biorreactor se evaluaron mediante la técnica de fluoresceina, empleando diacetato
de fluoresceina (DAF) (Widholm, 1972). El DAF es una sustancia no polar que
atraviesa la membrana celular y es hidrolizado por esterasas intracelulares en
células viables, produciéndose la fluoresceina, que se excita a 490nm. Es necesaria
una integridad de membrana para la retencién intracelular de la fluoresceina,
mientras que las células no viables son incapaces de hidrolizar el DAF y/o de retener
la fluoresceina. Para preparar la solucién, se disolvieron 5mg de DAF en 1ml de
acetona y se almaceno6 a 4°C. A partir de una alicuota de 0.1 ml del stock se
adicionaron 5 ml de agua desionizada. Posteriormente, se tomaron 500ul de esta
dltima dilucion y se mezclaron con las muestras en 500ul y se dejo reposar por 1min,
después se tomaron 50ul de esta suspension y se colocaron en un portaobjetos
para ser observada en el microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse E 400, Super
high pressure mercury lamp, Modelo HB-10103AF) y la reaccion de células viables

se confirmé por la fluorescencia emitida.
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8.7 Analisis de la proteina LTB-Syn de la linea Z4 de Daucus carota

8.7.1 Extraccion de la proteina LTB-Syn de la linea Z4 de D. carota

A partir de los cultivos obtenidos de callos y de células en suspension en
matraz y en biorreactor se inicio la extraccion de proteinas totales por el método de
extraccion reportado por Franklin Scott, et al. (2002), el cual consistié en mezclar
200mg de tejido fresco con 600ul de buffer de extraccion PMSF [750mM Tris HCI,
15% sacarosa, 100mM [(-mercaptoetanol, 1mM fluoruro de fenilmetilsulfonilo
(PMSF), pH 8.0]. La mezcla se s6nico suavemente por 10s en un homogeneizador
ultrasonicador de punta (Vibra-Cell™ Ultrasonic) a 4°C hasta obtener un
homogenizado uniforme. Después se agitdé con voOrtex por 5s, posteriormente la
mezcla se centrifugé por 15min a 8000 rpm a 4°C y se colectd el sobrenadante
(200ul) en tubos Eppendorft nuevos. Finalmente, con estos extractos se llevo a cabo

la cuantificacion de la proteina quimérica LTB-Syn como se describe a continuacion.

8.7.2 Cuantificacion de la proteina LTB-Syn por ELISA

La cantidad de proteina de los extractos solubles se estimé usando
gangliosido-dependiente ELISA (GM1-ELISA) de acuerdo con Chikwamba et al.
(2002). Primeramente, se fijé el glucolipido GM1 (1.5ul/cada pozo) a la base de la
placa de poliestireno en un volumen de 50ul durante toda la noche a 4°C, al dia
siguiente se lavo 4 veces con PBST 0.5% y se secd. Posteriormente, se bloqued
con leche libre de grasa (Svelty 5%) con 50ul en cada pozo por 2h a 25°C, se lavo
PBST para después incubar con el extracto de cada muestra (50ul) con 50ul de
PBST por pozo y se dejo durante toda la noche a 4°C; al siguiente dia se lavo 4
veces con PBST y se agreg6 el anticuerpo primario anti-LTB de ratdon en una
dilucion optimizada (PBST en 1:400) 50ul por pozo durante 2h a 25°C, se lavo dos
veces con PBST, después se agrego el segundo anticuerpo anti-IgG (anti-CT) de

56



ratdbn conjugado con peroxidasa de rabano (1:2000) y se dej6é por 2h a 25°C, en
seguida se lavo la placa con PBST para eliminar el exceso de enzima no unida.
Finalmente se colocaron 100ul de la solucién de sustrato ABTS [0.6mM 2,2"-azino-
bis (3-etilbenzotiasolina-6-acido sulfénico), 0.1M &cido citrico, pH 4.35 con 1mM de
H202] por pozo, y después de 30min a 25°C se realizo la deteccion a 405nm. Se
construy0 una curva estandar usando CTB puro para estimar los niveles de

expresion en muestras de los cultivos transgénicas.

8.7.3 Deteccion de la proteina LTB-Syn por Western blot

La presencia e integridad de la proteina quimérica LTB-Syn se evalud
mediante analisis de transferencia Western-blot. Los extractos de proteinas se
obtuvieron por sonicacién a partir de 200mg de células en suspension y células de
biorreactor, se resuspendieron en 500ul de buffer de carga [50mM Tris—HCI (pH,
6.8), 100mM DTT, 2% SDS, 0.1% azul de bromofenol, 10% glicerol]. Las muestras
se desnaturalizaron hirviéndolas durante 5min a 95°C, eliminando los residuos
mediante centrifugacion a 13000rpm durante 10min. Las muestras se sometieron a
geles de acrilamida SDS-PAGE al 12% en condiciones de desnaturalizacion. El gel
se transfirid posteriormente sobre una membrana de nitrocelulosa. Después se
bloqued con leche sin grasa 5% por una noche; al otro dia la membrana se incubd
con anticuerpo primario anti-CT en una dilucion de 1:400 por una noche. Se afiadi6
el anticuerpo secundario (anti-CT) conjugado con peroxidasa de rabano (dilucién 1:
2000) y se dej6 incubando por 2h a 25°C. La inmunodeteccion se revelé por
incubacion con la solucion SuperSignal West Dura siguiendo las instrucciones del
fabricante. Para detectar sefiales positivas, se expuso una pelicula de rayos X a la
membrana que posteriormente se tratd con soluciones estandar de revelador y

fijador.
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8.8 Extraccion de ADN y deteccion del transgén de la linea Z4 de D. carota

La extraccion del ADN se realiz6 de acuerdo con el método de Dellaporta et
al. (1983). Se aislo a partir de 200mg de tejidos de las lineas en células suspensién
y biorreactor, asi como de la linea no transformada (silvestre). Los tejidos se
homogenizaron para separar las células con PMSF 0.5% en un mortero y se colect6
la mezcla en tubos Eppendorf 1.5 ml, después se colocaron a bafio Maria (65°C)
por 1h (mezclar cada 10min), posteriormente se centrifugd a 8000rpm por 10min. El
sobrenadante se colectd y se resuspendio en 450ul de cloroformo isoamilico (24:1),
se mezclé suavemente por 10min y se centrifugé a 13000rpm por 10min. Se paso
el sobrenadante a un tubo nuevo con 1 ml de cloroformo isoamilico y se repiti6 el
paso anterior. Posteriormente se quita el sobrenadante y se agregan 150ul de
acetato (3M) con 750pl de isopropanol frio (dejar a -20°C por 20min), y se centrifugd
a 13000rpm por 20min. Finalmente se lavé la pastilla con etanol 70% (500ul), se

dej6 secar y se resuspendié con buffer TE (5ul), agua (10 pl) y RNAsa 2mg/ml (8ul).

La deteccion del transgén se realizé por medio de una reaccién en cadena de
la polimerasa (PCR) para amplificar el gen LTB-Syn de las células transformadas
(suspensiones y biorreactor). Se utilizaron los siguientes cebadores: sentido directo
5 —TGGCTGGAAAGAGGGAAATG—3, sentido reverso 5—
TGGGAATCAATGTGCTGACTAC—3’, para amplificar un fragmento de 737pb.
Cada reaccion de PCR se realiz6 en un volumen total de 25pl, el cual contenia buffer
PCR 10x (2.5pl), 100ng de DNA (0.5pl), 1.5mM cloruro de magnesio (3ul), 2.5 U
Tag DNA polimerasa (1ul), ImM dNTPs (0.5ul) y 1uM de primers (0.3ul). Las
condiciones de cada ciclo fueron: 95°C por 5min (desnaturalizacién), 35 ciclos a
95°C por 30s, 50°C por 30s, 72°C por 30s, y una extension final a 72°C por 5min.
Los productos amplificados fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa
al 1.5%. Se colocé un control positivo de 100ng de DNA de una linea Z4 confirmada,

y un control negativo de reactivos (solo agua).
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IX. RESULTADOS

9.1 Establecimiento de callos de las lineas Z4 y WT de Daucus carota

A partir de los subcultivos de callos de la linea transformada (Z4) y de la linea
silvestre (WT) se obtuvieron callos friables bajo dos condiciones de crecimiento (luz
constante y fotoperiodo) partiendo de un inoculo de 1g como se indicé en la
metodologia. Se observé que a partir del dia 10 el crecimiento de los callos
mostraba una coloracién crema-amarillo, friables y sin signos de oxidacion (figura
11). Las mejores condiciones de crecimiento para la linea Z4 fue en condiciones de
luz constante al dia 25 con un peso fresco de 3.64g, lo que representa un incremento
de tres veces del in6culo inicial. En cuanto a la linea WT los valores maximos de

crecimiento fueron en las condiciones de fotoperiodo al dia 25 con 3.5¢g (Tabla 5).

Luz constante Fotoperiodo
Linea
(10 dias) (25 dias) (10 dias) (25dias)
Z4
WT

Figura 11. Callos in vitro de las lineas Z4 y WT de Daucus carota de 10 y 25 dias sembrados
con medio MS con 2,4 Dy CIN (2mg/L) en dos condiciones de crecimiento (luz constante y
fotoperiodo).
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Condicidon Linea z4 Linea WT
Dia 10 | Dia25 | Dia1l0 | Dia 25
Fotoperiodo 1.6 3.2 1.8 3.5

Luz constante 14 3.6 15 3.3

Tabla 5. Valores maximos de biomasa (g/ger) obtenida a los 10 y
25 dias de crecimiento de callos en dos condiciones de crecimiento

9.1.2 Cinética de crecimiento de callos de la linea Z4 y WT de D. carota

Se desarrollé una cinética de crecimiento de 40 dias con los callos de las lineas
Z4 y WT en fotoperiodo con tres repeticiones biolégicas por cada punto cada cinco
dias. Cabe resaltar que los datos reportados a continuacion solo se expresaron en
gramos de biomasa de peso fresco (Xer), puesto que la restante obtenida fue
utilizada para analisis posteriores. EI comportamiento cinético de las dos lineas
mostro una fase lag de 20 dias aproximadamente, seguida de la fase de crecimiento
exponencial a partir del dia 20, con incremento de biomasa mayor hasta el dia 35
para la linea WT. Se encontr6 que la mayor cantidad de biomasa de la linea Z4 fue
al dia 25 con un peso promedio de 4.12g, mientras que para la linea WT el valor
maximo de biomasa fue al dia 40 con un peso promedio de 8.1g lo que representa

un incremento de ocho veces el inéculo inicial (gréfica 1).

~N o
i i ;

Iagonlas?n(g/gF)

= N
i

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Tiempo en dias

Gréfica 1. Curva de crecimiento en peso fresco de cultivo en
callos de las lineas Z4 y WT de Daucus carota
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Esto indica que entre los dias 20 y 35 los callos mostraron una fase
exponencial en las condiciones fisicas establecidas en fotoperiodo (16h luz/8h
oscuridad) a 25°C. Estos resultados permitieron realizar adecuadamente, el proceso
de obtencidn de células en suspension con el propdsito de optimizar la cinética de
crecimiento. La velocidad especifica de crecimiento de los callos para la linea WT
fue de u=0.050 dia* con un tiempo de duplicacién de 13.9 dias, mientras que para
la linea Z4 su velocidad especifica de crecimiento fue de u=0.030 dia* con un tiempo
de duplicacién de 23 dias.

Con respecto a la viabilidad celular durante la cinética de crecimiento en los
callos con la linea Z4 se observd que inicio con el 96% de células vivas y entre los
dias 15y 30 se increment6 al 100% su viabilidad. Para la linea WT se observo una
viabilidad similar con un incremento del 100% entre los dias 15 y 35 como se puede

observar en la gréfica 2.

i e
g 804 = Linea WT
8 -+ Linea Z4
k
T 604
=
S
S
2 404
20 . v . . . . . .
0 5 10 15 20 25 30 35 40

Tiempo en dias

Grafica 2. Porcentaje de células viables de callos durante la cinética
de crecimiento con las lineas Z4 (en verde) y WT (en negro) de
Daucus carota

En cuanto a la morfologia celular de los cultivos en callos de las lineas Z4 y
WT en el microscopio de epiflourescencia se observo la viabilidad celular como se

muestran en la figura 12. Se observaron células redondas, alargadas, de superficie
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lisa con agregados no morfogénicos pequefios de 0.5-1mm de diametro (Fig. 12 b
y d). Estas caracteristicas relacionadas con el medio de cultivo han sido descritas y

observadas en otras especies vegetales cultivas in vitro (Curtis y Emery, 1993).

Figura 12. Morfologia y viabilidad de callos con la técnica de fluoresceina de la linea Z4 y
silvestre (WT) de Daucus carota., a' y ¢ campo oscuro 10X (fluorescencia), b y d campo
claro 10X.

9.1.3 Cuantificacion de LTB-syn en callos de la linea Z4 de D. carota

Un pardmetro cinético importante de este proyecto fue determinar por la
técnica de ELISA, cuanta proteina de interés se producia en callos de la linea
transgénica Z4 de D. carota. En la gréfica 3 se puede observar el comportamiento
en la produccion de la proteina LTB-Syn con respecto al tiempo, donde entre los
dias 15 y 25 de la cinética se observé la mayor concentracion con 0.167ug/gPF y
0.169ug/grr, respectivamente. Después fue disminuyendo al final de la cinética
hasta 0.055ug/gPF al dia 40.
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Grafica 3. Produccion de la proteina LTB-Syn en callos de la linea
Z4 de D. carota en medio MS sélido

9.2 Establecimiento de células en suspension de la linea Z4 de D. carota en

matraz agitado de 250 ml

A partir de subcultivos de callos con 15 dias de crecimiento de la linea
transgénica Z4 de D. carota (Figura 13, a), se inicio el establecimiento de cultivos
en suspension en matraces bafleados de 250 ml con 100 ml de medio MS liquido,
lo cual permitio la disgregacion de los callos y favorecio el crecimiento individual de
las células (Figura 13, b y c). Después de 25 dias se transfirieron los cultivos con
células en suspensién disgregadas a matraces Erlenmeyer de 250 ml para obtener

la biomasa requerida en la cinética de crecimiento (Figura 13, d).

Figura 13.
Establecimiento de

células en suspension
%\i& de la linea Z4 de D.
W carota en MS liquido;
L t a) callo friable de la
5% linea Z4, b) cultivo de 3
dias, c) cultivo de 12
dias y d) cultivo de 8

semanas.
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9.2.1 Caracterizacion del cultivo en matraces de 250 ml

Se realizaron los estudios cinéticos de la linea transgénica Z4 en matraces de
250 ml con 100 ml de medio de cultivo MS adicionado con 30 g L de sacarosa. En
la figura 14 (a) se muestra el aspecto de un matraz recién inoculado al dia 3 con
10g de biomasa fresca y después de 45 dias de cultivo (Figura 14, b). Por el
movimiento orbital de la agitadora, las células tienden a agruparse hacia el centro
del matraz y forman agregados de distintos tamafios (0.5mm a >1cm) durante todos
los dias de cultivo (Figura 14, c). Estas acumulaciones en forma de agregados se
conservaron hasta el final del cultivo generando estructuras tridimensionales

complejas.

Figura 14. Cultivo de células en suspension de la linea Z4 de D. carota en matraz
agitado de 250 ml. a) matraz recién inoculado con 10g, b) matraz a los 45 dias
de cultivo y ¢) agregados celulares a los 20 dias de cultivo.

9.2.3 Parametros cinéticos de las células en suspensién en matraz de 250 ml
Uno de los objetivos de este proyecto fue establecer un cultivo de células en

suspension de la linea Z4 de D. carota en medio MS como se describié en

metodologia. Después se inicio la cinética de crecimiento en matraces Erlenmeyer
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de 250 ml durante 45 dias (15 puntos), con un inoculo del 10% y tres replicas por
punto cada tres dias (una muestra cada 72 horas). La curva de crecimiento no
presentd una fase de adaptacion (lag) quiza debido al origen del in6culo. La cinética
mostré una fase de crecimiento exponencial que dur6 hasta el dia 15 del cultivo. El
valor maximo de biomasa fue de 16.93 g L' PS, lo que representd un incremento

de 5.2 veces el tamafio del indculo inicial (gréafica 4).

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Tiempo en dias

Grafica 4. Curva de crecimiento en peso seco de células en

suspension de la linea Z4 de D. carota en matraz agitado de 250 ml

Graficando los logaritmos de las concentraciones de biomasa en peso seco (Xps)
contra el tiempo (grafica 5), se observa que el crecimiento de células en suspension
en matraz agitado de 250 ml siguié un comportamiento de primer orden, con una
velocidad especifica de crecimiento (u) de 0.084 d! y un tiempo de duplicacién (td)
de 8.2 dias, duré alrededor de 12 dias, después declind iniciando la fase
estacionaria (a partir del dia 18) y de muerte (a partir del dia 30), como se muestra

en la grafica 4.
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Gréfica 5. In [biomasa en peso seco] contra el tiempo; cultivo de la
linea Z4 de D. carota en matraz agitado de 250 ml

En los primeros 15 dias las células en suspension flotan en el medio liquido
con un movimiento agitado uniforme. Después, entre los dias 18 y 40, la biomasa
se fue asentando en la base del matraz y cambiando de coloracion hasta finalizar la
cinética al dia 45, esto debido probablemente a la muerte celular y a consecuencia

del consumo de nutrientes en el medio de cultivo (Figura 14, b).
9.2.4 Estudio cinético del pH del medio de cultivo en matraz de 250 ml

El pH juega un rol muy importante por lo que debe ser monitoreado, ya que su
papel fundamental radica en evitar el rompimiento de las funciones de la membrana
celular o la alteracién del pH del citoplasma celular. En la gréafica 6 se muestran las
curvas de la biomasa peso seco (Xes) y pH contra tiempo a la largo del cultivo en
matraz agitado. El pH del medio se ajust6 a 5.7 antes de autoclavear, pero, durante
la fase de corta de adaptacion el pH bajo a 4.9, mientras que en la fase de
crecimiento exponencial se registraron valores de 5.3 al dia 15 del cultivo,
probablemente debido al consumo de nitrégeno. Al dia 18 la biomasa empezé a
descender, después de ese dia el pH aumenté para permanecer entre 6.5-7.4 desde
el dia 20 al dia 45. Este incremento podria ser debido al consumo de nitratos durante

la fase inicial como fuente de nitrégeno.
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Gréfica 6. Curva de crecimiento en peso seco y comportamiento
de pH de la linea Z4 de D. carota en matraz agitado de 250 ml.

9.2.5 Estudio cinético del consumo de azlUcares en matraz de 250 ml

Se realiz6 el andlisis del consumo de azlcares para determinar su
comportamiento durante la cinética de crecimiento. Se utilizaron los estandares
sacarosa, glucosa y fructosa y se obtuvieron curvas de calibracion (Gréfica 7). Se
determiné el tiempo de retencién (TR) de cada uno de los azlcares analizados,
sacarosa (TR: 9.0 min), glucosa (TR:6.5 min) y fructosa (TR: 5.0 min). Con estos
datos se determind el patrén de consumo de azlcares mediante la cuantificacién de

sus concentraciones durante los 45 dias de crecimiento.
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Gréfica 7. Curvas de calibracion para azlcares, a) sacarosa, b) glucosa, c) fructosa

En el cultivo se utiliz6 como fuente principal de carbono la sacarosa, con una
concentracion inicial en el medio de cultivo fue de 30g L. El proceso enzimatico de
hidrolisis se inicié desde los primeros dias del cultivo y se hidroliz6 completamente
al dia 15 del cultivo, tiempo que corresponde con la maxima produccion de biomasa
(16.93 g L' PS). Sin embargo, a pesar de la presencia de fructosa y glucosa estos
carbohidratos fueron metabolizados rapidamente durante los primeros 6 dias de
cultivo (grafica 8). La acumulacion de biomasa seca estuvo estrechamente
relacionada con la concentracion de carbohidratos en el medio, con el inicio de la

reduccion de la biomasa seca coincidiendo con la eliminacion completa de los

carbohidratos totales del medio.

68



-1
Xps(g L")

Sacarosa 16

2019

Fructosa

t bt

Glucosa

1519 F12

109

S(L™
Xps (9 L-l)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Tiempo en dias

Gréfica 8. Curva de crecimiento en peso seco y consumo de
carbohidratos (sacarosa, glucosa y fructosa) del cultivo de la linea
Z4 de D. carota en matraz agitado de 250 ml.

9.2.6 Viabilidad celular de células en suspensidén en matraz de 250 ml

La viabilidad celular es importante para la optimizacion de los cultivos en
suspensién, pues confirma la integridad de las células y corroborara que se
mantengan viables durante la cinética de crecimiento. Al visualizar en el microscopio
de fluorescencia las células en suspension de la linea Z4 de D. carota, se pudo
observar que el cultivo inicio con un 98% de células viables, y a partir del dia 10 el
100% de viabilidad que se mantiene hasta el dia 25. En el dia 28 fue cuando

comenzo a decaer hasta un 25% al dia 45 (gréafica 9).
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Gréfica 9. Curva de crecimiento en peso seco y porcentaje de
viabilidad de células en suspensién del cultivo de la linea Z4 de D.
carota en matraz agitado de 250 ml.

Asi mismo, se determind que las células en suspensién forman agregados
pequefios, de 10 a 20 células aproximadamente en la etapa inicial, aunque también
fue posible visualizar células redondeadas individuales en suspension (Figura 15 al
dia 0). En la fase exponencial, se observaron células redondas y alargadas
formando agregados de mas de 100 células (Figura 15, dia 15). En la etapa de
muerte, que se inicié a partir del dia 30 de cultivo, las células presentaron pérdida
de la integridad de la membrana celular, por lo que se muestran deformes (Figura
15, dia 45). Esta viabilidad celular descendié a la par que la biomasa (Xrs), lo que
indica el deceso del cultivo, exactamente al dia 40 la fluorescencia disminuyé al
78% (Figura 15, dia 42) y finalmente al dia 45 se observo solo el 40%, lo que
representa la muerte celular (grafica 9). Con la muerte celular se detienen los
procesos bioldgicos de las células, provocando cambios morfoldgicos, funcionales
y bioquimicos irreversibles que les impiden realizar sus funciones vitales. Por esta
razon, las células dejan de dividirse y al morir liberan su contenido citoplasmatico,
lo que coincide con una disminucién en el peso fresco y seco del cultivo (Sanchez,
2001).
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Figura 15. Visualizacién de células en suspension con la técnica de fluoresceina de la linea
Z4 de D. carota en diferentes dias de la cinética en matraz agitado de 250 ml (Objetivo
10X).

9.2.7 Cuantificacion de proteina LTB-syn en matraz agitado de 250 ml|

Uno de los objetivos de este proyecto fue cuantificar la produccion de la
proteina LTB-Syn de la linea Z4 evaluada con la técnica de ELISA durante la
cinética de crecimiento por 45 dias en los matraces de 250 ml. En la grafica 10 se
observa que la produccién de proteina esta relacionada con el crecimiento celular,
pues fue incrementado conforme la biomasa aumentaba a partir del dia 10 y se
obtuvo una méaxima produccién de proteina (0.922 ug/gPF) al dia 18 de cultivo, lo
cual representa un incremento de 2 veces respecto al dia 0 (0.453 ug/gPF) y de 5.4

veces respecto a la produccién de esta en callos.
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Gréfica 10. Curva de crecimiento en peso seco y produccion de la
proteina LTB-Syn del cultivo de la linea Z4 de D. carota en matraz
agitado de 250 ml.

9.3 Cultivo de células en suspension de la linea Z4 de D. carota en biorreactor
air-lift de 2L

A partir del disefio basico del biorreactor air-lift de 2L, se ensayaron dos
adecuaciones, en las cuales se buscaron las mejores condiciones para el

escalamiento exitoso de los cultivos obtenidos en matraz.

9.3.1 Disefio basico y operacién

Diversos autores han reportado con resultados variables, el uso de
biorreactores tipo air-lift con disefilos basicos para el cultivo de células
transformadas en suspension (Ranjbar et al., 2008, Thanh et al., 2014). Antes de
realizar cambios en el biorreactor air-lift de 2L, se realizé un primer cultivo de 30
dias, utilizando un volumen de operaciéon de 1.8L (80% del volumen nominal) con

una Xo = 180g, operado a 1.0vvm, temperatura constante, sin control de pH. Para
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su inoculacion se utilizd una bomba peristaltica como se indica en materiales y
meétodos. En principio, el método de inoculacion resultdé impractico porque se
requeria un tiempo considerable (1 a 2h) para realizar la operacién ya que las
células formaron agregados y esto ocasionaba que se tapara la manguera que

alimenta al reactor, con lo cual el riesgo de contaminacion fue alto.

9.3.2 Inoculacién con tubos de vidrio al biorreactor air-lift 2L

En un segundo cultivo en el biorreactor, la estrategia planteada consistié en
utilizar un tubo de vidrio de 1.5cm de didmetro, conectado a una entrada de la tapa
del biorreactor por una manguera de silicon. La inoculacion se realiz6 a un flujo de
aire de 0.5 vwm, mediante descargas de 50g de células en suspension previamente
filtradas en 500 ml de medio de cultivo, con una manguera de longitud adecuada

gue sirvié de conexidn entre la probeta y el biorreactor (figura 16, a).

[ Vv i = . [C— “ | !
Figura 16. Cultivo de células en suspension de D. carota en el biorreactor air-lift de 2L. a)
inoculacion del biorreactor con descargas de 50g de células en suspension recién filtradas;
b) biorreactor al dia 0 y ¢) biorreactor a los 15 dias de cultivo.
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Esta metodologia de inoculacion resultd muy practica porque no se taponaba
la manguera y se podia trabajar muy cerca del mechero mejorando las condiciones
de esterilidad, con cortos periodos de inoculacion (30min). En la figura 16, se
muestra el biorreactor air-lift recién inoculado (b) y a los 15 dias de cultivo (c).

9.3.3 Estudio cinético de incremento de biomasa medido por conductividad
en biorreactor air-lift de 2L

La dificultad para registrar la acumulacion de biomasa en cultivos vegetales en
biorreactores se ha resuelto analizado la relacién inversa entre la conductividad y el
incremento de la biomasa (Peraza-Luna et al., 2001). Las células en suspensién de
D. carota tienden a agregarse y tomar una muestra de biomasa es dificil, por lo que
se tomo6 un modelo de informacion indirecta precisa sobre la concentracion de la
biomasa en el biorreactor. Este método indirecto consisti6 en mediciones de

conductividad del medio de cultivo (A) cada tercer dia, como se muestra en la grafica
11.
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Gréfica 11. Curva de crecimiento en peso seco y conductividad del
cultivo de la linea Z4 de D. carota en biorreactor air-lift de 2L.
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La conductividad en el medio de cultivo es generada por la concentracion de
los iones con capacidad de acarrear electrones. En la grafica 11 se observa que a
medida que la biomasa aumenta, la A disminuye siguiendo una tendencia inversa,
lo cual resulta del consumo de electrolitos del medio de cultivo que hace que el
potencial electrolitico (conductancia) disminuya junto con la A. También se observé
que durante la fase lineal del cultivo se gener6 el mayor cambio en la conductividad
variando significativamente de 5.0 a 2.7 mS/cm. Mientras que en la fase estacionaria
el cambio no es significativo (en promedio de 2.3 a 2.5 mS/cm).

9.3.4 Parametros cinéticos de lalinea Z4 en el biorreactor air-lift de 2L

Se graficd la biomasa (Xps) contra el tiempo (grafica 12), donde se pudo
observar que el cultivo de la linea Z4 de D. carota en el biorreactor no presenta una
fase de adaptacion (lag), que puede deberse al estado fisioldégico del indculo pues
se encontraba en fase de crecimiento exponencial. En esta fase, las células
presentan su capacidad maxima de crecimiento, adaptandose facilmente a las
condiciones que apremia el cambio a un medio de cultivo fresco y rico en nutrientes.
El cultivo presenté una fase de crecimiento exponencial de 15 dias que fue del dia
0 al 15, una fase estacionaria y muerte del dia 15 al 30. Al final de la fase
exponencial (dia 15) se alcanza el mayor punto de produccion de biomasa (35 g L
1 PS), lo que represent6 3.1 veces el tamafio del inéculo inicial. Cabe destacar el
PS obtenido es 2.8 veces mas que en matraz (16.93 g L* PS) y se obtuvo en un
lapso mas corto (15 dias) en lugar de 18 dias (matraz). Esto puede deberse
probablemente a un menor estrés de agitacion que genera condiciones mas

adecuadas para la transferencia de nutrientes y oxigeno disuelto.
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Grafica 12. Curva de crecimiento en peso seco del cultivo de la linea
Z4 de D. carota en biorreactor air-lift de 2L

En la grafica 13 se muestran los datos de la fase de crecimiento exponencial
del biorreactor air-lift de 2L, los cuales se ajustaron a una linea de tendencia

exponencial. Con dichos datos se obtuvo una u de 0.0729 d* y un td de 9 dias.
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Gréfica 13. In de biomasa [Xps] contra el tiempo de la linea Z4 de D.
carota en biorreactor air-lift de 2L
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9.3.5 Estudio cinético del consumo de azUcares en biorreactor air-lift de 2L

Se determind el patrén de consumo de azucares mediante la cuantificacion de
las concentraciones de azucares totales durante 30 dias En la grafica 14 se
muestran las curva de crecimiento en peso seco y consumo de sacarosa, fructosa
y glucosa durante la cinética en biorreactor air-lift de 2L. Se observé que la sacarosa
fue hidrolizada completamente en el dia 18, mientras que el consumo de la glucosa

se presento al dia 9, y la fructosa permanecio hasta el dia 12 del cultivo.
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Gréfica 14. Curva de crecimiento en peso seco y consumo de
carbohidratos (sacarosa, glucosa y fructosa) del cultivo de la linea
Z4 de D. carota en biorreactor air-lift de 2L.

9.3.6 Estudio cinético del pH del medio de cultivo en biorreactor air-lift de 2L

Los tejidos vegetales tienden a acidificar ligeramente el medio de cultivo en las
primeras horas. Esto ocurre por la asimilacion del amonio que provoca que baje el
pH, posteriormente cuando los nitratos son consumidos, el pH se incrementa

manteniéndose en un valor cercano al inicial. En la gréfica 15, se muestran los datos

77



de la Xps en funcion de las variaciones de pH respecto al tiempo. El pH disminuy6
muy poco al inicio del cultivo durante los primeros 10 dias (5.5) y fue aumentando
conforme los dias de cultivo pasaban, para permanecer entre 6.4 y 6.6 desde el dia
15 al 30.
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Gréfica 15. Curva de crecimiento en peso seco y comportamiento
de pH del cultivo de la linea Z4 de D. carota en biorreactor air-lift de
2L

9.3.7 Viabilidad celular en biorreactor air-lift de 2L

En cuanto al analisis microscépico el cultivo presentd una viabilidad celular
similar a la que se dio en el cultivo en matraz agitado de 250 ml. El cultivo en
biorreactor air-lift inici6 con una viabilidad del 98% la cual subié durante la fase
exponencial, para alcanzar su valor maximo al dia 18 (100%), cuando comenzé6 a
decaer en un 15% al dia 30 (grafica 16). Sin embargo, no se alcanzaron a observar
valores bajos de viabilidad, debido a que el tiempo de cinética fue corto (30 dias).
En posteriores cinéticas podria plantearse el uso de un cultivo alimentado, para

mantener la produccion de biomasa durante periodos de tiempo prolongados.
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Gréfica 16. Curva de crecimiento en peso seco y porcentaje de
viabilidad del cultivo de la linea Z4 de D. carota en biorreactor air-
lift de 2L.

Las células cultivadas en el biorreactor air-lift de 2L tienden a forman
agregados celulares y presentan una morfologia heterogénea al igual que en los
cultivos en matraz agitado de 250 ml. Se observaron células alargadas y otras
redondas, en su mayoria viables, y brillantes en el microscopio de fluorescencia. Se
pudo observar la presencia de células individuales en suspension (figura 17, dia 0),
mientras que en la fase exponencial del crecimiento se comenzaron a formar
agregados celulares esféricos y alargados, de superficie lisa, cohesivos y con
diferenciacion celular o tisular (figura 17, dia 15). En la fase de muerte que inicio a
partir del dia 24 las células presentaron perdida de su integridad membranal, lo cual
se reflej6 en un decaimiento de la viabilidad coincidiendo con la disminucion del

peso seco del cultivo (figura 17, dia 30).
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Figura 17. Visualizacién de células en suspension con la técnica de fluoresceina de la linea
Z4 de D. carota en diferentes dias de la cinética de crecimiento en biorreactor air-lift de 2L
(Objetivo 10X).

9.3.8 Cuantificacion de proteina LTB-Syn en biorreactor air-lift de 2L

En la grafica 17 se muestra la produccién de la proteina LTB-Syn de la linea
Z4 de D. carota en el biorreactor air-lift de 2L evaluada con la técnica de ELISA
durante la cinética de 30 dias. La curva de produccién de la proteina LTB-Syn tuvo
una tendencia similar a la observada en matraz agitado de 250 ml. En esta cinética
se observdé que la proteina LTB-Syn incrementd en la fase de crecimiento
exponencial, obteniendo una maxima produccion al dia 15 de 1.52ug/g PF, esto se
traduce en un increment6 de 1.6 veces con relacion al matraz agitado de 250 ml
(0.922ug/g PF) y 8.9 veces con relacién al cultivo de callos (0.53 pg/g PS).
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Gréfica 17. Curva de crecimiento en peso seco y produccion de
proteina LTB-Syn del cultivo de la linea Z4 de D. carota en biorreactor

air-lift de 2L.

En la tabla 6 se muestran los pardmetros cinéticos de la linea Z4 de D. carota en
matraz agitado de 250 mly biorreactor air-lift de 2L, como son indice de crecimiento,

rendimiento de producto, rendimiento de biomasa y productividad.

Sistema Biomasa u Td IC? Yxs® Yeis® Productividad
(ges L™ (dY) | (dias) (gX/gS) | (gP/gS) | (gP/gXd™)
Matraz Xo 3.23
Biorreactor Xo 11.17
air-lift 2L X 352 0.072 9.5 2.6 0.80 0.04 0.0034

max

Tabla 6. Parametros de crecimiento y produccion de la linea Z4 de D. carota en los cultivos
en matraz y biorreactor air-lift. Indice de crecimiento?, Rendimiento de biomasa®,

rendimiento de producto®.

Analizando los datos de la tabla 6, el cultivo de la linea Z4 en biorreactor air-lift de
2L, tuvo un rendimiento de biomasa, un rendimiento de producto y una productividad
mayor que el cultivo en matraz agitado de 250 ml. No obstante, en trabajos futuros

seria importante realizar variaciones en el formato del proceso para incrementar la
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produccion de la proteina quimérica LTB-Syn, como puede ser un cultivo
alimentado, de tal manera que se incremente la produccion de biomasa y por ende

la produccién de la proteina de interés.

9.3.9 Caracterizaciéon de la dispersion del aire en el biorreactor air-lift de 2L

La aspersion de aire provee la fuerza motriz para el transporte de materia y
energia dentro de un biorreactor hidrodinamico. El biorreactor air-lift de vidrio
permite la observacion cualitativa del fendmeno de dispersién de gas a varias
concentraciones de células. En los primeros dias de cultivo (entre 1 y 5 dias), las
burbujas de aire a la entrada no encontraron ninguna obstruccion a su paso por el
draft, observandose una dinamica en la dispersion de la fase gaseosa, similar a la

del biorreactor sin inocular, por lo que al gas-holdup total se mantuvo estable.

Esta dinamica no duro mucho, porque al iniciar el crecimiento de las células al
interior del draft, las dispersiones comenzaron a coalescer y canalizarse
(transportarse por espacios libres de crecimiento con caminos tortuosos), y en la
segunda etapa del cultivo (entre 5 y 15 dias), se observd un aumento en la
agregacion celular. El patrén que exhibié esta agregacion esta relacionado al
crecimiento del cultivo que se encontraba en la fase exponencial, mientras que en
la tercera etapa del cultivo (15-30 dias), en la que el incremento de la Xps no fue
considerable, comparado con la segunda etapa. En esta Ultima etapa, la
coalescencia y canalizacién de la dispersion del gas, se observdé con mayor
intensidad, expresandose en la caida del crecimiento hasta el dia 27.
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9.3.10 Deteccion de la proteina LTB-Syn por Western blot

La presencia de la proteina quimérica LTB-Syn de la linea Z4 de D. carota en
los cultivos en suspension se evalué mediante el andlisis de inmunotransferencia
por Western blot a partir de la extraccion de proteinas totales de tejido fresco
(200mgQ). Los resultados confirmaron la presencia de la proteina quimérica con el
peso molecular esperado de aproximadamente 21kDa en los distintos dias de la

cinética de crecimiento en matraz y biorreactor (figura 18).

21kDa

21kDa =—>

Figura 18. Deteccion de la proteina LTB-Syn por Western blot en matraz y
biorreactor. Los extractos de proteinas solubles totales se resolvieron mediante
SDS-PAGE y se sometieron a inmunodeteccion con suero anti-CT. (1) control
negativo anti-CT, (2) control positivo clona Z4, (a) cinética en matraz: (3) dia 9, (4)
dia 12, (5) dia 15, (6) dia 27, (7) dia 42, (8) dia 45, (b) cinética en biorreactor: (3)
dia 9, (4) dia 12, (5) dia 15, (6) dia 21, (7) dia 27, (8) dia 30y (9) linea WT en ambos
geles.

9.3.11 Deteccién del transgén de las lineas Z4 y WT de D. carota

Después de la extraccion del DNA nuclear, se procedio6 a evaluar si la linea Z4
crecida en matraz y biorreactor seguia siendo transgénica. Esto se realiz6 mediante
la técnica de PCR con cebadores especificos para el transgene LTB-Syn esperando
la presencia de bandas de 737pb. Se observaron bandas en la cinética de matraz
al dia 0 (carril 4) y dia 21 (carril 7), mientras que de la cinética en biorreactor se
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observaron bandas al dia 0 (carril 9), dia 15 (carril 11) y dia 27 (carril 13), la muestra

de ADN de la linea WT no mostré amplificacion (figura 19).

700pb

2 3 4 567 8 9 10 1112 13 14

Figura 19. Andlisis en gel de agarosa de la amplificacion del gen LTB-Syn por PCR
de cinética en matraz y biorreactor. (1) marcador PM 1kb (invitrogen); (2): control
positivo (clona confirmada Z4), (3) control negativo reactivos, (4 a 8) muestras de
matraz, (9 al3) muestras de biorreactor y (14) linea WT. Flechas blancas indican
amplificacién exitosa.
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X. DISCUSION

10.1 Establecimiento de callos de lalinea Z4 y WT de Daucus carota

Para lograr establecer cultivos desdiferenciados de callos friables de D. carota
transformada genéticamente (linea Z4) y linea silvestre (WT) en se utilizaron los
fitorreguladores de crecimiento (2,4-D y cinetina), lo que permitié establecer un
cultivo friable capaz de producir la proteina de interés. Se ha reportado la capacidad
de generar el desarrollo de células desdiferenciadas utilizando el 2,4-D (Alvarenga
et al., 2002). Shiram et al. 2008, sefialan que a altas concentraciones de auxina o
citoquininas se estimula la produccion de la desdiferenciacion celular generando los
cultivos llamados (callo celulares) y que esta relacionado al tipo de hormona y
concentracion utilizada durante su induccion. Asi mismo; la presencia de las auxinas
en los cultivos de callos podria estar relacionada con la capacidad de estimular la
division celular e influir en la regulacion del ciclo celular, estimulando notablemente
la expresién de ciclinas a nivel transcripcional, por ejemplo, las de tipo D,
desencadenando la activacion de las quinasas necesarias para la etapa G1 del ciclo
celular (Arellano et al., 2008). En la etapa G1, periodo en el que las células crecen
y acumulan nutrientes, se ha reportado que las auxinas y las citocininas inducen la
acumulacion de ciclinas y por tanto promueven un nuevo ciclo celular (Jurado,
2010). Por otra parte, se ha reportado que el 2,4-D es la auxina mas efectiva para
la proliferacion de callos, tanto en monocotiledéneas como en dicotiledoneas
(George, 2008). En estas ultimas, las concentraciones de mayor uso de este
compuesto se encuentran generalmente en el rango de 1.1 mg/L a los 3.3 mg/L
(Machakova et al., 2008). En este trabajo se establecieron los cultivos con 2 mg/L
de 2,4-D y cinetina respectivamente.

10.2 Cinética de callos de la linea Z4 y WT de Daucus carota

En la cinética de crecimiento celular de D. carota se observa una fase lag larga
de 15 a 20 dias para ambas lineas (Z4 y WT). Los cultivos de callos son de

crecimiento lento y heterogéneo, debido principalmente a la disponibilidad vectorial
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de los nutrientes. Después de la fase de adaptacion se inicio la fase de crecimiento
exponencial, en la que, como era de esperar, se observaron los valores maximos
de peso fresco a los 20 dias de cultivo (4.2g para la linea Z4 y 5.2g para la linea
WT, respectivamente). Esto indicaba que a partir del dia 15 se presentd el momento
conveniente para subcultivar. Por otro lado, el mejor in6culo para la iniciacion de
suspensiones celulares son callos friables, formados por células indiferenciadas y
con baja cohesividad entre ellas; se sabe que, para evitar la falta de nutrientes, los
callos deben ser subcultivados a medio fresco en periodos cortos (segun la especie
de 30-45 dias) (Gomez et al., 2006). Esto permite disminuir el tiempo de exposicidon
a reguladores de crecimiento y por tanto a los riesgos de variacion somaclonal. Con
respecto a la viabilidad celular para ambas lineas, ésta se mantuvo en 100% hasta
el dia 35.

En cuanto a la concentracion de la proteina LTB-Syn, esta fue mas alta a partir
de los 15 dias en la cinética con callos, lo cual tiene relacion con el crecimiento
exponencial observado en los callos, aunque esta concentracion ain se encontraba
baja en comparacion con lo reportado previamente por Arévalo-Villalobos et al., en
2017. En este contexto se han reportado bajos niveles de expresion de proteinas
(en antigenos) en especies de plantas transgénicas (Ceballo et al., 2017). Por lo
cual era importante establecer los cultivos en suspension para mejorar los niveles

en biomasa y a la vez la produccion de la proteina de interés.

10.3 Establecimiento de células en suspension de lalinea Z4 en matraz agitado
de 250ml

Al colocar los callos friables en medio MS liquido se observé una disgregacion
de entre un 60% a un 85% después de 15 dias en agitacion orbital a 115rpm en
matraces bafleados, con lo cual se logro establecer adecuadamente los cultivos de
células en suspension después de varias resiembras en medio MS fresco. Cabe
destacar que este analisis se determind de manera cualitativa, mediante la

observacién de los callos y las suspensiones celulares.
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10.4 Cinéticas en matraz agitado y biorreactor

En la cinética de crecimiento en matraz agitado a partir de la determinacion del
peso fresco se observd una fase lag corta de tres dias. Este comportamiento
coincide con lo reportado en la literatura, ya que las células se encontraban en un
proceso de adaptacion a las nuevas condiciones nutricionales del medio, para luego
incrementar la velocidad de division celular durante la fase exponencial (Shigeta et
al., 1996). En cuanto a la cinética elaborada a partir de la determinacion del peso
seco tanto en matraz agitado y biorreactor no se presentdé una fase lag de
adaptacion esto puede deberse al estado fisiologico del indculo pues se encontraba
en fase de crecimiento exponencial o por el tamafio del indculo. Por ejemplo, Lee et
al. 2007 mostraron que diferentes tamafios de inoculo (20-120 g) tenian una
influencia significativa en el perfil de crecimiento de las células de Gymnema
sylvestre. Posteriormente, se observd un crecimiento exponencial que continda
hasta el dia 15 en ambos sistemas (12 dias de crecimiento exponencial), similar a
lo reportado para esta especie con curvas de crecimiento exponencial de 10 y 15
dias (Kanabus et al., 1986). Lo anterior, sugiere fuertemente que la operacion en el
biorreactor air-lift logrado en este trabajo no presenta limitaciones en el proceso de
transporte de nutrientes al interior del mismo, por lo que la limitacion en el
crecimiento, parece estar dada por la limitacion de algun nutrimento, y/o por
restricciones en el fendbmeno de transporte en la interfase gas-liquido ocasionadas
por la coalescencia y canalizacion en la acumulacion de agregados celulares
grandes, que juegan un papel fundamental en el suministro de Oz y CO:2 al medio
de cultivo. Una diferencia importante obvia entre los matraces de agitacion y el
biorreactor air-lift es la aspersion del aire directo. La fase estacionaria del cultivo fue
muy corta o casi inexistente en ambos sistemas, ya que a partir del dia 15 de cultivo
comenz6 a declinar por limitacibn de nutrientes hasta la fase de muerte,
probablemente debido a que, al alcanzar el nUmero maximo de células, se produce
una rapida lisis y muerte de las células a consecuencia de la falta de nutrientes en

el medio de cultivo (Caballero y Cardona, 2007). En esta fase se observé una
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coloracién mas oscura en las suspensiones celulares y las células mostraron dafios
a nivel de membrana. La etapa de muerte en las suspensiones celulares se presenta
a menudo por la formacion de especies reactivas del oxigeno (ROS), como
consecuencia del metabolismo celular. Los ROS provocan estrés oxidativo en las
células y activan las enzimas oxidasas. En algunos casos, las células liberan fenoles
al medio de cultivo y estos provocan un efecto toxico, que evita la proliferacion y si

no son retirados del medio causan la muerte celular (Trejo-Tapia et al., 2007).

10.5 Consumo de azlcares en matraz y biorreactor

La sacarosa se utiliza ampliamente como fuente de carbono a concentraciones
entre 1 y 5%, segun el tipo de material vegetal, es el azdcar mas usado en los
cultivos vegetales in vitro. La nutricién heterotréfica del carbono a partir de sacarosa
en el medio implica la hidrélisis del azucar por la planta (Ricardo y Aprees, 1970),
mediante la intervencién de invertasas de pared celular y citoplasméticas que la
catalizan a sus unidades monomeéricas (glucosa y fructosa) constitutivas (Nickell y
Maretzki, 1970; Zamski y Wyse, 1985). El perfil de consumo de sacarosa en el
cultivo en biorreactor air-lift de 2L fue similar al de matraz. El nivel de sacarosa en
el medio disminuy6 durante la fase logaritmica de crecimiento y casi se agot6 del
medio al dia 15 en matraz y dia 18 en biorreactor respectivamente, pero la
disminucién en el nivel de sacarosa no estuvo acompafiada por un aumento de los
azucares reductores en el medio durante todo el periodo de crecimiento celular.
Este resultado sugiere que la sacarosa externa se lleva preferentemente a la
superficie celular antes de ser hidrolizada por la invertasa extracelular, debido a la
baja actividad de esta enzima. Por lo tanto, el aztcar es probablemente degradado
en la pared celular por la invertasa, que tiene la mayor actividad y la afinidad de alta
velocidad por la sacarosa, y los productos de degradacion finalmente se transportan
al citoplasma como hexosas. Esta observacion se ha reportado anteriormente en
cultivos de células de betabel (Masuda et al; 1988) y células de Taxus cuspidata
(Furmanowa et al., 2000). En este caso la hidrélisis completa de la sacarosa ocurrié

mientras el crecimiento exponencial se daba hasta que las células alcanzaron la
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fase estacionaria. Este comportamiento se ha visto en los cultivos de suspension de
Nicotina tabacum y Datura innoxia (Thorpe, 1973; Meyer et al., 1985). Al igual que
las observaciones previas la glucosa se consumié preferentemente sobre la
fructosa, como se ha informado para otras células vegetales (Matsushita y Uritani,
1974) y Daucus carota (Kanabus et al., 1986). La glucosa se consumio durante el
periodo de crecimiento activo (al dia 6 en matraz y al dia 9 en biorreactor), el medio
estaba esencialmente agotado de glucosa, mientras que la fructosa fue absorbida
rapidamente (al dia 6 en matraz y al dia 12 en biorreactor) y el medio se volvié
esencialmente libre de hexosas. El patron en el consumo de glucosa y fructosa
presenté un perfil similar al cultivo en matraz, consumiéndose preferencialmente
glucosa sobre fructosa, patron que se presenta generalmente en el cultivo de células
en suspension (Caspeta, 2004). Sin embrago, la captacién preferencial de glucosa
en lugar de fructosa aln no se comprende bien y se basa en caracteristicas como,
por ejemplo, la competencia de ambos sustratos para el mismo acarreador. La
menor tasa de captacion de fructosa observada en comparacion con la de la glucosa
en células de zanahoria en cultivo liquido es consistente con una mayor afinidad por
la glucosa (Maretzki et al., 1974). Ademas, la mayor afinidad de la hexosa quinasa
para la glucosa proporciona una entrada mas eficiente en el metabolismo intermedio

para la glucosa (Fowler y Clifton, 1975).

10.6 Comportamiento del pH en matraz y biorreactor

Los cambios en el pH del medio tanto en matraz y biorreactor probablemente
estén relacionados con la absorcion y utilizacion de las fuentes de nitrégeno del
medio por parte de las células. La caida inicial puede deberse a la captacion de
amonio (Bonga y Ardekas, 1992; Fett-Neto et al., 1994), mientras que la siguiente
tendencia hacia la alcalinizacion probablemente esté asociada con la captacion y
reduccion de nitrato (debido a la formacion de equivalentes de OH). Las células
parecen haber dependido principalmente del nitrato (la forma mas abundante de
nitrégeno del medio) como fuente de nitrogeno durante todo el crecimiento
(Hahlbrock y Kuhlen, 1972). La fase inicial de la rapida absorcion de nitrato puede

ser importante para apoyar la sintesis de proteinas para el crecimiento de las
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células, asi como para la osmorregulacion, ya que el nitrato puede almacenarse en
la vacuola (Marschner, 1986). La intensificacion del oscurecimiento en la fase
estacionaria y fase de muertes se debid probablemente a la liberacion y oxidaciéon
de los compuestos fendlicos producidos por las células.

10.7 Viabilidad y agregados celulares

En las fases lag y exponencial de la curva de crecimiento de las suspensiones
celulares en matraz agitado y biorreactor, tratadas con DFA y observadas en el
microscopio de fluorescencia, se observo la presencia de células fluorescentes
vivas, debido a su actividad enzimética interna (esterasas citoplasméticas) capaces
de hidrolizar el DFA para originar fluoresceina (Maestu et al., 2008). En cuanto al
analisis morfologico se determind que las células en suspension de Daucus carota
tienden a formar agregados pequefios de 10 a 20 células al inicio del cultivo,
también fue posible visualizar células individuales en suspensién, sin embargo,
conforme avanzan los dias los agregados comienzan a ser mas grandes. La
formacion de agregados celulares es muy caracteristica de las células vegetales en
suspension, lo que probablemente se debe a que las células, al dividirse, no se
separan adecuadamente o bien se asocian posteriormente (Arias et al., 2009;
Mustafa et al., 2011). La tendencia natural a agregarse estd regulada por la
cohesividad de la pared celular y permite la comunicacién célula-célula, que a la vez
puede favorecer el transporte de intermediarios, necesario para la biosintesis de
metabolitos. Los agregados formados durante los cultivos tendieron a sedimentarse
mas facilmente que las células libres, lo que dificulté mantenerlos en suspension, y
debido a su adhesion llegaron a obstruir las tuberias en el biorreactor al tomar las
muestras. Se sabe que el tamafio de los agregados influye en los procesos de
transferencia de masa, ya que las células localizadas en el interior de un agregado
de un tamafo relativamente grande no estan expuestas de manera similar a los
nutrientes, iluminacién, Oz y otros factores microambientales en comparacion a las

células localizadas en la periferia (Trejo-Tapia y Rodriguez-Monroy, 2007).
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10.8 Produccion de proteina LTB-Syn en matraz y biorreactor

La produccion de la proteina LTB-Syn de la linea Z4 de D. carota en el
biorreactor air-lift de 2L presentd una tendencia similar al cultivo establecido en
matraz agitado de 250 ml. En estas cinéticas se logré observar que la produccién
de la proteina LTB-Syn est4 asociada al crecimiento, ya que incrementé su
produccién a medida que el cultivo crecié. La mayor produccion de la proteina LTB-
Syn en el biorreactor air-lift fue a los 15 dias (1.52 ug/gPF), mientras que a nivel
matraz fue a los 18 dias (0.92 ug/gPF); esto comparado con otros sistemas de
produccion en plantas siguen estando bajos. Sin embargo, existe un numero muy
limitado de biofarmacos que utilicen células en suspension y raices pilosas de
zanahoria (Rosales-Mendoza y Tello-Olea, 2015; Luchakivskaya et al., 2012).
Algunos ejemplos son la produccion de interferon alfa en el género Lemna producen
hasta 600mg L, mientras que se ha reportado en células de tabaco una produccién
de anticuerpos de entre 1.6 a 200 mg L (Curtis, 2006). La proteina transgénica
insecticida Bt cry2Aa2 es la mejor producida en células de tabaco hasta la fecha

con un 46% de proteina total soluble (DeCosa et al., 2001).

Esta baja produccion de la proteina LTB-Syn posiblemente se deba a un
aumento de los materiales endotoxicos, metabolitos secundarios y regulacién por
retroalimentacion. Por ejemplo, la produccion de az-antitripsina humana alcanz6 247
mg/L en un biorreactor de membrana de 300 ml, pero se redujo a 7.3 mg/L cuando
se llevo a biorreactor de 5L (McDonald et al; 2005, Trexler et al; 2002). Uno de los
mayores desafios en la mejora de un biorreactor son el corte reolégico e
hidrodindmico (Huang y McDonald, 2009), ya que las células vegetales son
sensibles al corte debido a su pared celular inflexible constituida por celulosa (Xu et
al., 2011). Asimismo, el aumento de agregados celulares hace que las células sean
mas susceptibles a la cizalladura y puede causar una distribucién desigual del
oxigeno y otros nutrientes dentro de los agregados mas grandes (Kieran et al.,
2000). Por otra parte, se han realizado estudios que indican que la pérdida de
proteinas involucrada en los cultivos celulares en suspension puede asociarse con

las propiedades de adsorcion de la cristaleria, lo que indica que el material utilizado
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en el biorreactor también puede desempeiiar funciones importantes para maximizar
el rendimiento de la proteina (Kwon et al., 2012). Por ejemplo, se ha utilizado un
biorreactor air-lift que utiliza un recipiente de plastico de 5L para producir el factor
estimulante de colonias de granulocitos y macrofagos (GM-CSF, por sus siglas en

inglés) de raton en células de arroz (Liu et al., 2012).

El cultivo en biorreactor air-lift de 2L presenta hasta el momento un proceso
mas rentable para la produccién de la proteina LTB-Syn que el cultivo en matraz
agitado de 250 ml, sin embargo, para incrementar ain mas su produccion en
trabajos futuros podrian realizarse pruebas con algun elicitador (inductor) biético o
abiético como metiljasmonato, quitosano o extracto de levadura que han sido
utilizados para incrementar la produccion de metabolitos en suspensiones celulares
(Jin et al., 1999, Wink et al., 2008). En este sentido, también seria importante
evaluar la adicion de diferentes aminoécidos al medio de cultivo que mejoren la
produccion y acumulacion de proteinas, como se ha reportado en los cultivos Taxus
cuspidata, en donde la adicién de fenilalanina ayudd a maximizar la produccién de
taxol (Ciddi et al., 1995). Asi mismo, la adicién de isoleucina a una concentracion
de 2mM provoc6 un aumento de 3 a 7 veces la produccion de una hiperforina en

cultivos de H. perforatum (Karppinen et al., 2007).
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XI. CONCLUSIONES

e Se establecié por primera vez un cultivo de células en suspension in vitro de
Daucus carota transformado genéticamente con el gen LTB-Syn (linea Z4),
contra la enfermedad del Parkinson, tanto a nivel de matraz como biorreactor

air-lift.

e Se confirmo por técnicas moleculares la presencia del gen LTB-Syn después de
5 afios de haberse realizado su transformacién genética y de haber establecido

los cultivos en suspension.

e Se caracteriz6 cinéticamente el crecimiento celular en medio sélido de callos y
cultivos en suspension de Daucus carota a nivel de matraz agitado de 250 ml y

biorreactor air-lift de 2L de la linea transformada Z4.

e En matraz, la produccion en biomasa de la linea Z4 de Daucus carota, fue 4.7
veces mas respecto a los callos al dia 15, tuvo un rendimiento de proteina de
(0.02 ugP/gS) y una productividad de (0.0029 puP/gX d1).

e En biorreactor air-lift, la produccion de la biomasa fuer de 1.65 veces mas que
en matraz y 6 veces mayor que en callos. Se obtuvo un rendimiento de proteina
de (0.04 ugP/gS) y una productividad de (0.0034 pP/gX d-1).

e Esta es la primera demostracion exitosa sobre la produccion de una proteina
terapéutica contra la enfermedad de Parkinson, con potencial para aplicaciones

farmacéuticas a gran escala.
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XI. PERPECTIVAS

De los resultados obtenidos del cultivo de células en suspension de la linea
transgénica Z4 transformada con el gen LTB-Syn de Daucus carota en matraz
agitado de 250 ml y biorreactor air-lift de 2L, se recomienda y espera lo siguiente:

e Que la produccion continua de la proteina quimérica LTB-Syn permita disefiar y
optimizar las condiciones del biorreactor air-lift de 2L y 10L, para aumentar su
rendimiento.

e Se recomienda el disefio de experimentos para estudiar el efecto de las fuentes
de carbono, indices de transferencia de oxigeno, velocidad de flujo de aire y
elicitores para aumentar la produccion de la proteina quimérica LTB-Syn.

Cuando el cultivo en el biorreactor alcance la fase estacionaria de crecimiento, se
recomienda hacer cambios parciales y/o totales en el medio de cultivo para
restablecer las concentraciones de nutrientes (feedbatch); o cambiar la forma de
operacion a flujo, en la que el medio de cultivo se recircule por un reservorio donde
se reestablezcan las concentraciones de nutrientes antes de regresarlo al
biorreactor.

Evaluar la inmunogenicidad de los cultivos de células en suspension de la linea
transformada Z4 de D. carota con modelos murinos, asi como realizar estudios
farmacocinéticos con suero de pacientes diagnosticados con Parkinson.

Con este trabajo se ha generado conocimiento operacional para la produccion de
la proteina LTB-Syn de manera continua con buenos rendimientos, por lo que el
estudio de factibilidad econémica del proceso de produccidén es indispensable para
exhortar a las fuentes de financiamiento a invertir en el desarrollo un formulado

oral para su produccion industrial.
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