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Introduccion. Las enfermedades neurodegenerativas
(NDs) tienen un gran impacto en la salud humana a nivel
mundial, y a la fecha no existen tratamientos efectivos
disponibles para muchas de ellas. Como alternativa
terapéutica para enfermedades como Alzheimer vy
Parkinson, se ha propuesto el desarrollado de vacunas
orales contra las NDs, a partir de sistemas basados en
plantas transgénicas como fuentes de biofarmacos
recombinantes (1). Recientemente se generaron callos
transgénicos de zanahoria que expresan una proteina
quimérica (LTB-Syn) compuesta por la subunidad B de la
toxina termolabil de E. coli (LTB) y tres epitopes de la
proteina a-sinucleina, los cuales son relevantes para la
enfermedad de Parkinson (2).

El trabajo que aqui se presenta consiste en establecer
cultivos in vitro de Daucus carota productores de la
proteina LTB-Syn, que serdn llevados a suspension para
luego escalarse en biorreactores airlift de 2I.
Metodologia. Las lineas de callos transgénicos de
Daucus carota, se establecieron en medio MS basal sélido
(3) suplementado con 30g/L de sacarosa, 2,4-D (2mg/L) y
cinetina (2mg/L). El pH del medio se ajust6 a 5.7 antes de
esterilizar (15 min a 120°C), se mantuvieron a 25£2°C en
condiciones de luz contante (24 pmol m-2 s-1) y
fotoperiodo (16hrs luz/ 8hrs oscuridad) durante 30 dias.
Los cultivos de células en suspensién se establecieron en
medio MS liquido con los mismos nutrientes mencionados
arriba con un inoculé del 10% de células en matraces
Erlenmeyer de 250ml en condiciones de luz constante a
115rpm. Posteriormente se realizé una cinética de
crecimiento de 45 dias con sacrificios de tres matraces
para mediciones analiticas cada 3 dias. Las muestras se
filtraron para determinar el peso fresco y se colocaron en
la liofilizadora para establecer el peso seco empleando
una balanza analitica. Durante la cinética se verifico el pH,
viabilidad, PF, PS y consumo de azucares. La extraccion
y cuantificacién de la proteina quimérica LTB-Syn de la
linea Z4 se realizaréa siguiendo los protocolos previamente
reportados (2, 4).

Resultados. Se obtuvieron callos con caracteristicas
morfoldgicas de coloracion crema-amarillo, nodulares vy

friables entre los dias 15 y 20. La cinética de las
suspensiones celulares de la linea Z4 mostraron una
pU=0.06 d*! y un Td=10 d. La captacién de sacarosa fue
absorbida por completo después de 15 dias, el pH del
medio inicio con 4,9 y aumento a 7,3 al dia 45 (figura 1).
La viabilidad celular inicié con el 100% de células vivas y
al dia 40 se observo una caida del 20% (figura 2).
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Figura 1. Parametros cinéticos de células en suspensiéon en matraces
de 250ml de la linea Z4 de Daucus carota
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Figura 2. Porcentaje de viabilidad y peso seco de células en
suspension en matraces de 250ml de la linea Z4 de Daucus carota
Conclusiones. Se optimizaron por primera vez las
condiciones de cultivo in vitro en callos y células en
suspension de la linea transgénica Z4 de Daucus carota
productoras de la proteina quimérica LTB-Syn, para su

posterior escalamiento en biorreactor airlift de 2-L.
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