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Introduccién. Las células de ovario de hamster chino (CHO)
constituyen el principal hospedero para la produccién de
proteinas recombinantes (PR), en las cuales la via clasica de
secrecion (VCS) es un paso limitante que puede afectar la
productividad (1). Sin embargo, los estudios 6micos previos
han mostrado una cobertura limitada de esta via (2). Por ello,
el estudio protedmico de los compartimentos de la VCS
permitira identificar blancos diferenciales asociados al
aumento de la productividad.

El objetivo del presente trabajo es identificar proteinas de la
VCS diferencialmente acumuladas entre las clonas CRL-
12444 y CRL-12445, con diferente productividad especifica
(gp) de un anticuerpo monoclonal (AcM) anti-interleucina 8
humana.

Metodologia. Las lineas celulares se cultivaron en medio
CDMA4CHO en agitacion a 37°C y 5% COg, caracterizando su
crecimiento, viabilidad, concentracion de metabolitos y AcM.
Las células se colectaron durante la fase exponencial de
crecimiento, se fraccionaron (3), las proteinas se precipitaron
(4), se digirieron con tripsina y los péptidos resultantes se
identificaron y cuantificaron por LC-MS/MS (5). Se
identificaron las proteinas diferencialmente expresadas
(PED) entre ambas clonas (5).

Resultados. Las células CRL-12445 presentaron una gp 26
veces mayor que CRL-12444, y una menor velocidad de
crecimiento (M), concentracion maxima de células (Xmax) y
rendimiento Lactato/glucosa (Y'Lac/Glc) (Tabla 1). Esto
favoreciod la produccién del AcM al incrementar la energia
disponible a través de un metabolismo mas oxidativo y
destinarla a la sintesis y secrecion de proteinas. 493
proteinas fueron identificadas como PED entre las 4952
identificadas, de las cuales el 80% no han sido reportadas.
Las fracciones C3-C5 y C7, enriquecidas en organelos de la
VCS, contribuyeron a la mayoria de las PED (Fig. 1). Las PED
pertenecientes a la VCS sugieren que en aquellas células de
mayor productividad sucede una mayor traduccion, sintesis y
translocacion al reticulo endoplasmico de proteinas,
transporte de vesiculas, abundancia de proteosomas,
arreglos en el citosol y posibles cambios en la glicosilacion.
Asociados a mecanismos citoprotectores y preservacion de
energia, son estrategias celulares que incrementan la
productividad (5).

BioTecnologia, Ao 2021, Vol. 25 No. 4

Parametro CRL-12444 CRL-12445

p (h-1)** 0.031 +0.002 0.024 +0.001
Xmax (106 células/mL)* 5.73+0.57 4.65+0.10
qGlc (umol/10° células*dia)* -3.17+0.26 -2.72+£0.05
glac (umol/106 células*dia)** 4.15+0.32 3.00+£0.15
Y’Lac/Glc (mol/mol)*** 1.31+0.01 1.11+0.04

Tabla 1. Pardametros cinéticos y estequiométricos del cultivo celular
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Fig. 1. NUmero de PED por cada compartimento celular.
Conclusiones. La proteébmica de compartimentos de células
CHO, permitié la identificacion de nuevos blancos proteicos
que ayudardn a comprender los procesos biolégicos
asociados con la gp y que proporcionan las bases necesarias
para disefiar nuevas sub-lineas con modificaciones genéticas
novedosas y mayores capacidades para la produccién de
PR.
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Introduccioén. La enfermedad de Chagas, causada por
Trypanosoma cruzi, es un problema grave de salud publica
a nivel global. Debido a la baja eficacia del tratamiento
existente se desarrolla una vacuna terapéutica como un
tratamiento complementario o alternativo. En modelos
animales se ha demostrado que las proteinas
recombinantes TSA-1 y Tc24 son antigenos viables para
el desarrollo de una vacuna terapéutica contra esta
enfermedadl,2. Aunque TSA-1 se expresa de manera
eficiente en Escherichia coli no se expresa de forma
soluble por lo que una alternativa es expresar sus epitopos
en una proteina que sirva como andamio molecular. La
chagasina es una proteina de T. cruzi que se expresa de
forma soluble en E. coli, cuya estructura permite el anclaje
de los epitopos de TSA-1 en los lazos L4 y L6. El objetivo
de este trabajo fue clonar y expresar en E. coli las
qguimeras Q4, Q8, Q20 y Q45, que incluyen los epitopos
E1l, E2, E4 y/o E5 del antigeno TSAL.

Metodologia. Los genes de Q8 (E5-E2), Q20 (E4-E5) y
Q45 (E1, E2- E5) se sintetizaron en Genescripty el gen de
Q4 (E5-E1) se sintetiz6 en Synbio-Tech; todos se
subclonaron en el vector pCri8a en los sitios Ncol y Xhol.
Células de E. coli DH5a, BL21 (DE3) y SoluBL21 se
transformaron con cada construccién y las clonas positivas
se seleccionaron por andlisis de restriccibn vy
secuenciacion. Las células de BL21 (DE3) y SoluBL21 se
crecieron en medio LB y la expresion se indujo con 1 mM
de IPTG por 16 h a 37 0 25 °C y 250 rpm. El analisis de
inmunodeteccién se realiz6 mediante ensayos tipo
Western Blot con anticuerpos policlonales a-TSA-1 3, 4.

Resultados. El andlisis de solubilidad mostré que las
quimeras Q4, Q8, Q20 y Q45 se expresan en E. coli BL21
(DE3) mayormente como cuerpos de inclusién. La
solubilidad de  todas las  quimeras mejoro
considerablemente al inducir su expresion a 25 °C en
SoluBL21 (Figura 1). Las quimeras Q4 y Q8 se expresaron
mayoritariamente en forma soluble, Q45 en un 50% y Q20
fue la menos soluble (20%). Mediante el ensayo de

BioTecnologia, Ao 2021, Vol. 25 No. 4

Western Blot se observé un reconocimiento de todas las
quimeras por los anticuerpos a-TSA-1.
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Fig. 1. Expresion de la quimera Q4 en BL21 (DE3) (A) y SoluBL21 (B) después de
16 h de induccién. NI: No inducida. Inducida: I. FS: fraccion soluble.
FI: fraccion insoluble.

Conclusiones. La chagasina de T. cruzi es un andamio
molecular adecuado para la expresion de los epitopos
antigénicos de TSA-1 mediante proteinas quiméricas.
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Introducciéon. El quitosdn es un copolimero catiénico
lineal de origen natural. Tiene la capacidad de interactuar
electrostaticamente con DNA plasmidico formando
nanoparticulas para fines de terapia génica (1). El grado
de interaccion esta en funcion del peso molecular de
ambos componentes y la relacion molar de quitosan con
respecto al plasmido. A su vez, el tamafio de particula y
carga de superficie depende de este grado de interaccién
y estas propiedades determinan en gran parte la eficiencia
de transfeccién que tendran las nanoparticulas (2). Se ha
descrito que empleando quitosan de 80 a 150 kDa se
obtienen nanoparticulas de 200 a 400 nm y una carga de
superficie de 10 a 15 mV (a pH 6.5) (3). Por otro lado, se
ha reportado que tamafios de 50 a 150 nm y cargas de
superficie positivas favorecen la endocitosis dependiente
de clatrina y/o caveolina (4). El objetivo del presente
trabajo es determinar el efecto del peso molecular de
quitosan de tamafios menores a los reportados
previamente (~20.6 y ~57.5 kDa) en el tamafio, indice de
polidispersion y carga de superficie de nanoparticulas
ensambladas con el plasmido pEGFP-N1 y compararlos
entre si.

Metodologia. Se ensamblaron las nanoparticulas por el
método de coacervacién compleja realizando una mezcla
1:1 de plasmido pEGFP-N1 100 ng/uL disuelto en Na2S04
25 mM con quitosan 0.08% disuelto en acido acético 0.1%,
pH 5.5 (% de desacetilacién: >85% en ambos pesos
moleculares). Se determind la forma fisica por Microscopia
Electronica de Barrido (MEB), el tamafio de particula por
Dispersion Dindmica de Luz (DDL) y la carga de superficie
por Movilidad Electroforética (ME) (n = 5; determinaciones
por triplicado)

Resultados. Se confirm6 mediante MEB la forma esférica
de las nanoparticulas obtenidas con quitosan de ambos
pesos moleculares (Fig. 1).

‘ v ) e ? s L = 0 ~5§
Fig. 1. Microscopia Electronica de Barrido de nanoparticulas ensambladas por
interaccion electrostética entre el pEGFP-N1 y quitosan de A) 20.6 kDa y B)

BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No. 4

57.5 kDa
Posteriormente se determind el tamafio de particula por
DDL y la carga de superficie por ME. En la Fig. 2 se
muestran los  graficos representativos de las
determinaciones para las nanoparticulas ensambladas
con los quitosanos de cada peso molecular.

A B Plésmido
Quitosén
NPs QN 20.6 kDa
1400000: NPs QN 57.5kDa

NPs QN 20.6 kDa
NPs QN 57.5 kDa

500000

400000

300000
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W o N &2 & @ B3 N
Intensidad

200000

100000 A “ \“; \

100 80 60 40 20 0 20 40 60 & 100
Potencial Z (mV)

0 150 300 450 600 3000 4000 5000 6000
Tamafo (nm)

Fig. 2. Gréficos representativos de la determinacidn de A) tamafio de particula
y B) carga de superficie. NPs: Nanoparticulas; QN: quitosan; plasmido: pEGFP-
N1

En la Tabla 1 se resumen los resultados del andlisis
estadistico realizado a los datos obtenidos.

Tamaiio Carga de superficie
nm) p(Tst) (mv) p(Tt) Ipd p(Tst)
NPs QN 20.6 kDa 119420 17409 0.26£0.05
0.01 5.8x10°° 5.7x10°4
NPs QN 57.5 kDa 209456 23123 0.46£0.06

*|pd: Indice de polidispersion; NPs: nanoparticulas; QN: quitosan
Tabla 1. Tamafio, carga de superficie y valor de p (t de Student) para las
nanoparticulas ensambladas con pEGFP-N1 y quitosan de 20.6 6 57.5 kDa

Conclusiones. El andlisis estadistico arroj6 diferencias
significativas entre el tamafio, indice de polidispersion y
carga de superficie de las nanoparticulas en funcién del
peso molecular del quitosén utilizado para su ensamblaje.
Se requieren estudios posteriores para comparar y
correlacionar la eficiencia de transfeccién con los datos
aqui obtenidos y los reportados previamente utilizando
quitosanos de pesos moleculares mayores.
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Introduccién. En los dltimos afios ha habido un aumento
en la demanda de proteinas recombinantes para su uso
terapéutico en humanos. Este mercado ha sido dominado
principalmente por los anticuerpos monoclonales (AcM)
(1),producidos por células de ovario de hamster chino
(CHO) que son un modelo ideal al cumplir con
caracteristicas deseables (2). Sin embargo, existe una
gran diversidad de fenotipos entre las lineas celulares y las
subclonas, por lo que se requiere una seleccién exhaustiva
para la generacion de una linea celular estable y
productora (3). Marcas epigenéticas como la metilacion
del ADN se han propuesto como el fenébmeno responsable
de la heterogeneidad en clonas productoras de células
CHO, al ser uno de los factores mas importantes en la
regulacion de la expresion génica. (4).

En el presente trabajo se caracterizaron cuatro sub
clonas de células CHO (A, B, C y D) productoras de un
AcM a etapas tempranas del proceso de seleccion.
Se seleccionaron dos sub clonas con alta y baja
productividad, Cy B respectivamente y se trataron con 5-
aza-2'desoxicitidina (5Aza2) compuesto que provoca
una hipometilacién aleatoria en el genoma para
determinar si la metilaciéon es un factor importante en la
heterogeneidad observada y en la calidad del AcM
producido.

Metodologia. Las células fueron cultivadas en lote en
medio Cellvento suplementado con 6 mM de L-Gin.
Se determinaron sus parametros cinéticos vy
estequiométricos. Las células fueron cultivadas en
presencia de 5Aza2 acorde al protocolo de Yang et al., (5)
afadiéndose durante las primeras 72 h a una
concentracién final de 4 uM. Se purific6 el anticuerpo
mediante cromatografia de afinidad a proteina A. El
patron de N-glicosilacién fue determinado mediante HILIC
y mapeo peptidico acoplado a espectrometria de masas.
Se determino el nivel de expresién del transgén mediante
RT-qPCR.

Resultados. Todas las sub clonas crecieron
exponencialmente de 24 a 72 h a excepcion de la sub
clona C que creci6 24 h extras y tuvo la mayor produccion
de biomasa y AcM. La subclona B fue la menos
productiva. El perfil de N-glicosilacién muestra para todas
las sub clonas una mayor abundancia de estructuras GO,
Gl y G2, estructuras fucosiladas y altas en manosa.
También se detectaron otras modificaciones

BioTecnologia, Ao 2021, Vol. 25 No. 4

postraduccionales.
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Fig. 1. Cinética de crecimiento en lote, consumo y/o produccion
de metabolitos y tasa de producciéon del AcM con y sin 5Aza2 de la
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Fig. 2. Cinética de crecimiento en lote, consumo y/o produccion
de metabolitos y tasa de produccion del AcM con y sin 5Aza2 de la subclona C.

Conclusiones. Es posible que el cambio en el patron de
metilacion del genoma entre distintas subclonas
de células CHO provoca diferencias cinéticas
y estequiométricas, asi como en la produccién del AcM, a
pesar de no observar hasta el momento cambio en el
patrén de N-glicosilacion y otras
modificaciones postraduccionales.
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AMBIOS EN LA TERMOINDUCCION EN E. coli RECOMBINANTE DETERMINA
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Palabras clave: Termoinduccién, Proteina recombinante, GM-CSF

Introduccion. La termoinduccion se ha utilizado para
producir proteinas heterélogas. Sin embargo, el
aumento de temperatura en la mayoria de los casos
afecta la produccién de proteinas recombinantes
(PR), asi como la agregacién de proteinas. Entonces,
comprender el efecto del cambio en la temperatura en
la productividad, la estructura de los agregados es un
area de investigacion de interés en bioprocesos
termoinducibles algunos de ellos industriales [1,2]. El
objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de dos
temperaturas para inducir la sintesis del factor
estimulante de colonias de granulocitos y macréfagos
humanos recombinante (rHUGM-CSF) en E. coli,
sobre la productividad de la PR, la formaciéon de
agregados y su arquitectura.

Metodologia. Se utilizé E. coli W3110 productora
del rHUGM-CSF bajo el sistema promotor ApL/cI857.
Se usaron biorreactores con 0.8 L de medio minimo
con 17 g de glucosa, controlados al inicio a 30°C, pH
7.0, 500 rpm y 1.0 vwm. Al alacanzar 3.0 U.A. se
aumentd a 39°C 0 42°C para inducir la sintesis de PR.
Se determinaron parametros cinéticos, la PR, y
metabolitos. Los agregados fueron observados por
microscopia de transmision electrénica (TEM) y su
estructura secundaria por su solubilizacién y unién a
colorantes.

Resultados. El crecimiento celular a 30°C antes de la
induccion fue idéntico. Después de la induccién a
39°C el cultivo alcanz6 casi el doble de la acumulacion
de biomasa a las 12 h en comparacion con el cultivo
inducido a 42°C (Fig. 1). La velocidad de crecimiento
post-induccién varié alrededor del 15% entre cultivos.
A pesar de las diferencias, la velocidad de consumo
de glucosa en ambos cultivos fue similar. A 39°C, se
acumularon ~12 g/L acetato después de 12 h,
mientras en cultivos a 42°C solo se acumul6 la mitad.
La proteina total (PT) producida a 42°C alcanzé ~1.0
g/L luego de 17 h, mientras a 39°C alcanz6 solo ~0.65
g/L. El aumento de la temperatura no desequilibré la
homeostasis celular. Sin embargo, a 42°C se redujo
la sintesis de biomasa y se favorecio la sintesis de PT,
contrario al cultivo a 39°C. La PR se acumul6 en
agregados desde la primera hora en cultivos
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inducidos a 42°C, mientras a 39°C se observaron
agregados alas 5 h.

Thairmgais | AN s se b
Figura 1, A, Comparacion de las cinéticas de crecimiento. Induccion
después de 4 h a 392C (circulos rellenos) a 422C (circulos
abiertos), cultivos por triplicado. B, Comparacion de la formacion de
agregados a 399C y 429C después de 1 hy 5 h después de inducir (DI)
por TEM

En ambos cultivos la morfologia fue similar (600 a 800
nm) (Figura 1B), mientras la estructura secundaria
mostré que los agregados formados a 42°C presentan
menor organizaciébn amiloide y son 30% menos
solubles en cloruro de guanidinio 4M.

Conclusiones. La induccién a 42°C fue determinante
en el aumento del enriquecimiento de PT y PR en los
agregados, el inicio acelerado de la agregacién y una
estructura mas desorganizada, y fueron menos
solubles en agentes caotrdpicos que los formados a
39°C. El conocimiento de los factores que modifican
las caracteristicas de los agregados [3,4] de rHUGM-
CSF, ofrece la oportunidad de simplificar su
procesamiento, ya que son la materia prima de
bioprocesos de biofarmacos para uso humano.
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Introduccion. La amibiasis es una enfermedad
parasitaria cuyo agente causal es el protozoario E.
histolytica. La amibiasis es més frecuente en las
regiones tropicales y subtropicales y se presenta con
mayor frecuencia en aquellas partes del mundo
donde las condiciones sanitarias son deficientes, y se
relaciona directamente con altas prevalencias de
pobreza y desnutricion. Clinicamente la amibiasis
puede ser intestinal o extraintestinal dependiendo del
6rgano al que afecta y pueden presentarse
simultaneamente. La amibiasis intestinal invasiva
puede clasificarse de cuatro formas: disenteria o
diarrea sanguinolenta, colitis fulminante,
apendicitis amébica y ameboma del colon. La
amibiasis extraintestinal puede involucrar a cualquier
o6rgano del cuerpo, sin embargo, la forma mas
importante es el absceso hepatico amibiano (AHA) ya
que es la que ocasiona mas mortalidad. Las pruebas
comerciales para el diagnéstico de amibiasis invasiva
no son efectivas en zonas de alta endemicidad y es
frecuente que los pacientes con absceso hepatico
amibiano den falsos negativos a su ingreso al hospital
0 que no den resultados reproducibles. La prueba
para la deteccion de antigenos amibianos en heces
frescas TechLab E. histolytica solamente detecta
problemas intestinales y no sirve para determinar
AHA gue es la causante de la mayoria de las muertes
por amibiasis. Disefiamos un Western blot (WB)
usando los antigenos preservados sin inhibidores
enzimaticos para diagnosticar amibiasis invasiva. El
objetivo de este trabajo fue
caracterizar fisicoquimicamente de forma parcial la
proteina BPM inmunodominante.

Metodologia. Se utilizé la cepa de E. histolytica HM1:
IMSS cultivada en el medio TYI-S-33. Se obtuvo la
fraccion de IC:MC a partir de trofozoitos de acuerdo
al método utilizado por Flores-Castafieda USA Patent
No. 5459042 y 5861263 Patente mexicana namero:
209648, SECOFI / IMPI. En cada lote se comprob6
su eficiencia por SDS-PAGE y Western Blot. Los
sueros positivos que se utilizaron provienen de
pacientes con amibiasis invasiva con anticuerpos que
reconocen las proteinas inmunodominantes y los
controles negativos fueron sueros de sujetos sanos
sin antecedentes de haber padecido amibiasis
invasiva y que habitan en zonas de alta endemicidad
de amibiasis. Tanto los sueros positivos como los
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negativos pertenecen a nuestra seroteca. Para el
analisis y aislamiento se utiliz6 cromatografia
de intercambio i6nico con resinas catiénicas y
anionicas. Algunas fracciones se separaron por
isoelectroenfoque en fase liquida. Se utilizé6 un
gradiente de pH de 3-10 y posteriormente uno de 4-
7. Se realiz6 electroforesis por electroelucién continua
de la fraccion IC:MC utilizando el sistema PREP
CELL (BIO-RAD) en condiciones desnaturalizantes.
Finalmente se modificé la técnica de Schagger que
permite separar proteinas de muy bajo peso
molecular y desarrollamos una electroforesis
por electroelucién continua. Se determiné la
concentracibn de proteinas por el método de
Bradford de las fracciones eluidas, se dializaron y
concentraron. En cada una de las fracciones
se verific6 la presencia de las proteinas
inmunodominantes por SDS-PAGE y WB. Se analiz
la reactividad con Lectinas.

Resultados. Tanto las resinas anionicas como
catibnicas no permitieron aislar BPM pues se
encontraban unidas a otras proteinas, por lo que se
aisl6 por electroforesis por isoelectronfoque
preparativo. Encontramos isoformas con el mismo
peso molecular, pero con diferentes puntos
isoeléctricos. También se aisl6 las moléculas
inmunodominantes por el método preparativo de
electroforesis por electroeluciéon continua. Con la
modificacion a la técnica de Shagger se logré una
separacién mayor para hacer la secuenciacion de
amino terminales por Edman. Los estudios realizados
de union de las lectinas dieron mayor intensidad de
reaccién con Concanavalina ensiformis. (ConA) que
reconoce Alfa-D-manosa, Alfa-D-glucosa y
Triticum vulgare (WGA) que reconoce N-acetil- Alfa-
D-glucosamina.

Conclusiones. Se llevd a cabo el aislamiento de
las proteinas BPM inmunodominantes de E.
histolytica, su caracterizacion fisicoquimica parcial.
Agradecimiento. Este trabajo fue realizado con
el apoyo parcial de PAICYT
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LA EXPRESION DE UNA RUTA BIOSINTETICA BACTERIANA EN CELULAS CHO PRODUCE UN
PEPTIDO NO-RIBOSOMAL QUE PREVIENE LA PROTEOLISIS DE UNA PROTEINA

RECOMBINANTE
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Palabras clave: células CHO, péptido no-ribosomal, protedlisis.

Introduccidn. La protedlisis de proteinas recombinantes
es un problema frecuente que sucede al usar la tecnologia
del cultivo celular debido a la activacion de proteasas
enddgenas como resultado de proteinas mal plegadas,
limitacién de aminoacidos disponibles y/o lisis celular (1).
Una de las estrategias para evitar la protedlisis es la
adicién de inhibidores de proteasas durante el cultivoy en
el proceso de purificacion, lo cual es caro y poco efectivo
debido a su baja estabilidad (2). El objetivo del trabajo es
explorar la produccion intracelular de un péptido no-
ribosomal inhibidor de proteasas (livipeptina) que evite la
protedlisis de una proteina recombinante en la linea
celular de ovario de hamster chino (célula CHO).
Metodologia. La produccién de la livipeptina se realiz6
expresando de forma transitoria su ruta biosintética
bacteriana en células CHO (3, 4) (sistema lvp, fig. 1). Se
generaron vectores de expresion con cada elemento del
sistema, los cuales se internalizaron usando lipidos
catiénicos en células productoras de la fosfatasa alcalina
humana de forma secretada (hSEAP, CHO-SEAP). Se
evalud la presencia del inhibidor por UPLC-masas, el
efecto en la viabilidad celular (tinciéon con azul de tripano),
actividad de proteasas (ensayo enzimatico), produccion
especifica de la hSEAP (ensayo enzimatico), asi como su
integridad mediante westernblot.
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Fig. 1 Ruta biosintética bacteriana que produce al inhibidor livipeptina. (a)

Esta formada por tres genes con un tamafio de 4,531 pb. (b) Mecanismo de

produccion de la livipeptina. (c) La inhibicion de cisteinproteasas estd dada
por la formacién de la estructura hemiacetal

Resultados. La transfeccion de las células CHO-SEAP
con 2 pmol del sistema Ivp después de 48 horas, no
comprometié la viabilidad celular (fig. 2a), observando la
inhibicién de la actividad de las proteasas (fig. 2b) y
corroborando la presencia de una molécula con una masa
molecular similar a la livipeptina (fig. 2c).
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Fig. 2. Efecto de la transfeccidn de 1y 2 pmol del sistema productor de la
livipeptina (pVax_LVPs) en la viabilidad celular (a), la actividad de las
proteasas (b) y la produccién de una molécula con una masa molecular similar
a la livipeptina de 348.20 m/z (c).

La integridad de la hSEAP se evalu6 después de 48 h
observando que la transfeccion con el sistema Ivp
previene la formacién de formas de menor peso molecular
(fig. 3a). Este resultado sugiere que la produccion
especifica de la hSEAP es mayor en células transfectadas
por el sistema Ivp debido a que la produccién de la

livipeptina previene su protedlisis (fig. 3b).
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Fig. 3. Andlisis de la integridad de hSEAP después de la transfeccién de células
CHO-SEAP con el sistema lvp. (a) Westernblot de hSEAP en sobrenadantes
cosechados (72h-144h). (b) Produccidn especifica de la hSEAP a 144 h. MPM:
marcador de peso molecular. @: carril vacio. Ctrl (-): sobrenadante de células
CHO no productoras. Ctrl (+): sobrenadante de células CHO-SEAP. «:

fragmentos de hSEAP.
Conclusiones. La expresién de la ruta biosintética del
inhibidor livipeptina en células CHO-SEAP, previene la
protedlisis de la hSEAP contribuyendo a una produccion
especifica mayor respecto a los controles.
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realizacion de este proyecto. A CONACYT por la beca
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Introducciéon. Dentro de la industria farmacéutica el
uso del cultivo de células de insecto para la produccion
de biofarmacos ha ido incrementando; asi como su
uso como plataforma para la produccion de vacunas
recombinantes. En afios recientes fue detectado
y caracterizado un virus perteneciente a la
familia Rhabdoviridae en cultivos de células de insecto.
La infeccion por este virus adventicio Sf-rhabdovirus
(SfRV) en células de insecto Sf9 (Spodoptera.
Frugiperda), no produce un efecto citopatico evidente, no
afecta la produccion de proteina recombinante y tampoco
infecta células de mamifero (Ma y col.,, 2014). Sin
embargo, las entidades regulatorias exigen que la
produccion de biofarmacos se lleve a cabo en lineas
celulares libres de Rhabdovirus (SfRV-). Debido a lo
anterior, es necesario contar con un método que nos
permita detectar de manera especifica y sensible la
presencia de este virus, asi como, estrategias que lo
eliminen del cultivo de forma permanente. El objetivo de
este trabajo es; por un lado, estandarizar un método de
RT-gPCR para cuantificar el numero de copias
virales/célula Sf9 (#Cv/célula) y, por otro, disefiar una
estrategia que permita la interrupcion del ciclo de
replicacion viral en un cultivo de células Sf9.

Metodologia. Para la cuantificacion de las copias virales,
se partié de ARN total extraido de 1 x 10scélulas Sf9 de
la ATCC (Cat. 74104, QIAGEN), que después se tratd
con el Kit TURBO DNA-free (Cat. AM1907, Ambion). Se
cuantific6 por espectofotometria (Nano Drop 1000
Thermo Scientific). Por otro lado, se disefiaron
oligonucleodtidos especificos (ver tabla 1) para el gen de
la L-RNA polimerasa de SfRV (Myhrvold et al. 2018). Se
cuantificé el genoma viral utilizando el kit Power SYBR®
Green RNA-to-CT 1-Step (Cat. 4389986, Applied
Biosystems) y el equipo de gPCR QuantStudio™ 5 Real-
Time PCR System (Applied systems). Para la
interrupcién de la transcripciéon de la L-RNA polimerasa
de SfRV, se sintetiz6 un MARN codificante de la nucleasa
LwaCas13a, mediante el kit de transcripcion mMMESSAGE
mMACHINE™ T7 ULTRA disefiando sondas especificas
de ARN o crARNSs (ver tabla 2) para dirigir la actividad de
dicha proteina contra el genoma viral. En conjunto,
MARN y crARNSs, fueron transfectados a un cultivo de
células Sf9 SfRV+, en adherencia, para evaluar su efecto
sobre el #Cv/cel.
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Nombre Secuencias (5'—3’) Tm

O

SfRV.6996F | TGCAGAGACAACTTCAGATAACACC | 56.8

SfRV.7084R | GACTGGTACATTAAACACATTTAGG | 51.9

Tabla 1. Secuencias de oligonucleétidos utilizados para la deteccion
especifica del gen L de SfRV por RT-gPCR. Amplifican un fragmento de 89 pb

Nombre Secuencia (5 —3’)

acRNAQO2 [ GACCACCCCAAUAUCGAAGGGGACUAAAACU

UACCUGCACCCGGUCAAUUCAUACAUCCC

Tabla 2. Secuencia de un crARN SfRV especifico. En cursiva se muestra
la secuencia reconocida por la proteina LwaCas13a y subrayado una
secuencia complementaria al genoma de SfRV

Resultados. Durante la cuantificacion de las copias
virales se establecieron las condiciones finales para
lograr una eficiencia de 100.7% y un rango lineal de 1000
a 10:#Cv, concentracion final de oligos: Fw 200 nM, Rv
100 nM, y templado: 400 ng. Con esto, se determind la
carga viral de SfRV a las 120 h de 13 #Cv/célula en un
cultivo de células Sf9 de la ATCC.

A) B)

Fig. 1.A) Curva de cuantificacion absoluta obtenida para el gen L viral (1x10°a
1x10:#Cv/cel) y B) Cinética de proliferacion viral en cultivos de células Sf9.
Conclusiones. Fue posible la cuantificacion de las
copias virales de SfRV mediante RT-qPCR en diferentes
etapas del cultivo de células Sf9. Con esta informacién,
se podra evaluar el efecto de la estrategia mARN/crARN
para la disminucion de las copias virales antes descrita.
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Introduccioén. Los anticuerpos biespecificos (BsAb) han
sido disefiados para reconocer dos antigenos diferentes.
Los anticuerpos multivalentes son generados mediante la
incorporacion de sitios de interaccion adicionales en los
extremos carboxilo o amino terminal de las cadenas
pesadas o ligeras. En el caso de anticuerpos trivalentes,
la cadena ligera o pesada es diferente de su cadena
complementaria. Para obtener anticuerpos asimétricos se
ha utilizado la tecnologia knobs-into-holes desarrollada
por Ridway et al. (1996) (1). Esta tecnologia consiste en la
mutaciéon de la regiébn Fc para desfavorecer la
homodimerizacion y favorecer la union de cadenas
asimétricas. El objetivo de este trabajo fue expresar un
anticuerpo biespecifico no simétrico (BsAb) en células
CHO utilizando 2 anticuerpos IgG parentales.

Metodologia. Se utilizé la tecnologia “knobs-into-holes”
para obtener 2 cadenas pesadas asimétricas knob y hole.
Se utilizé un primer anticuerpo como esqueleto. Se disefid
un ScFv a partir de un segundo anticuerpo y fue fusionada
a nivel genético al carboxilo terminal de la cadena pesada
knob. Se cloné el gen de la cadena ligera en el plasmido
pMono-blasti®. Se clonaron los genes de las cadenas
pesadas knob y hole en el plasmido Freedom® pCHO 1.0
bajo promotores independientes. Se transfectaron celulas
CHO inicialmente con el plasmido pMomo-Blasti®
realizando seleccién con blasticidina, y posteriormente se
transfectaron con el plasmido Freedom® pCHO 1.0
realizando la seleccién con puromicina y metotrexato. Se
utilizé el ensayo de dot blot para evaluar la interaccion del
BsAb con sus dos blancos.

Ned12411)  Posiion 1

b)

Freedom® pCHO 1.0
12,988 bp

At (5,765
BSZIT 57761

EcoRV (7.8%)
Pact (7.846)

Fig.1 a) El gen de la cadena ligera fue clonada en el plasmido pMomo-Blasti® b)
Los genes knob y hole de la cadena pesada fueron clonados en el plasmido
Freedom® pCHO 1.0. Modificados de InvivoGen (n.d) (2) y Termofisher (2016)
(3)
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Resultados.
"""""""" Células transfectadas: CHO-S
productoras de cadena ligera.

Freedom pCHO. Genes: knob y hole

a) Celulas transfectdas: CHO-S. Plasmido )
pMonoblasti. Gen: cadena ligera
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Fig. 2 Cinéticas de seleccidn de células transfectadas. A) Primera ronda de
seleccidn de células transfectadas con el plasmido pMonoblasti® que contiene
la cadena ligera. b) Segunda ronda de seleccion de células transfectadas con
pldsmido Freedom pCHO 1.0 que contiene las cadenas pesadas knob y hole.
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Fig. 3 Caracterizacion del BsAb y sus fracciones. a) Western blot de
sobrenadante de celulas productoras de cadena ligera tomado de cultivo de 3
dias de primera transfeccion con pMono-blasti. b)-g) Caracterizacion de BsAb
purificado. b) SDS-PAGE reductor, c) SDSPAGE no reductor, d) Interaccion de
BsAb con antigeno 1, e) Interaccién de anticuerpo parental 1 con antigeno 1, f)
Interaccion de BsAb con antigeno 2, g) Ausencia de interaccion de anticuerpo

parental 1 con antigeno 2.

Conclusiones. Fue exitosa la expresion del BsAb a partir
de la transfeccion de dos diferentes plasmidos que
contienen los 3 genes que conforman al BsAb. El BsAb
tiene una pureza alrededor del 80%. La principal impureza
encontrada fue la mitad del anticuerpo conformada de la
cadena pesada knob y la cadena aligera. EI BsAb
reconoce sus dos blancos.

Agradecimiento. Este trabajo fue patrocinado por UNAM-
PAPIIT IT-200418. Juan Carlos Rivera recibi6 beca de
CONACYT.
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DESARROLLO DE UN CANDIDATO A VACUNA DUAL CONTRA LOS VIRUS DENGUE Y ZIKA
MEDIANTE LA PRESENTACION DE UN MIMOTOPO EN LA CAPSIDE DE VIRUS ADENO-
ASOCIADO DEL SEROTIPO 8
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Palabras clave: vacuna dual, virus dengue, virus Zika.

Introduccion. La inmunidad preexistente a virus
dengue (DenV) es un factor de riesgo para dengue
grave mediado por el fendmeno “potenciacién de la
infeccion mediada por anticuerpos” (ADE), que se
produce cuando un paciente seropositivo a DenV se
vuelve a infectar, pero con un serotipo distinto. Los
anticuerpos existentes en titulos bajos o con baja afinidad
por el segundo virus facilitan la entrada de complejos virus
no neutralizado anticuerpos en células fagociticas, lo que
aumenta la carga viral y causa dengue grave. Se ha
observado ADE entre DenV y virus Zika (ZikV). Debido a
que DenV y ZikV cocirculan en muchas regiones del
mundo, se necesita una vacuna que brinde proteccion
contra ambos virus sin inducir ADE (1). El objetivo
principal de este trabajo es determinar el potencial como
candidato a vacuna de un mimoétopo del epitopo
compartido EDE1 de DenV y ZikV desplegado en la
capside de virus adeno-asociado del serotipo 8 (VAA-8).

Metodologia. Se utilizé6 el sistema células de insecto
baculovirus para la produccion de las capsides de VAA-8
que despliegan al mimotopo EDE1
(capsides modificadas, Cap Mod) y de las capsides
control (capsides nativas, Cap Nat) (2). Las capsides
se purificaron por gradientes de iodixanol, y se

caracterizaron mediante Western blot, Dot
blot, microscopia  electrénica de  transmisién
y  criomicroscopia electronica. Ratones BALB/c

se inmunizaron por via subcutanea o intramuscular con
las capsides modificadas, capsides nativas o controles.
Se colectaron muestras de suero para evaluar la
respuesta inmune humoral a través de la prueba de
ELISA.

Resultados. Las capsides modificadas
fueron reconocidas por un anticuerpo monoclonal
especifico de DenV y ZikV, y no de VAA-8. Las proteinas
modificadas se ensamblaron con morfologia tipica de la
capside de VAA-8 (Fig. 1) (3). Por otro lado, se
observaron nanoestructuras de didmetros distintos al
esperado. Se evaluaron dos disefios experimentales de
inmunizaciéon. Los ratones inmunizados con capsides
modificadas produjeron anticuerpos que reconocieron a
DenV del serotipo 2 (DenV-2) y a ZikV. Los titulos de
anticuerpos se muestran en las tablas 1y 2.
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’ A Lo ) AT . .
Fig. 1. Capside modificada de VAA-8. (a) Micrografia a 50kX.
Nanoestructuras de ~10 nm (& ) y de ~20 nm ( x ). (b) Mapa de
densidad electrénica del ensamblado de ~20 nm. Bucle donde se

despliega el mimoétopo ( ).

Tabla 1. Titulos de anticuerpos del primer disefio experimental.
Titulo de IgG a los 65 dpi

Inmunégeno

Grupo (- advamnts) Anti-DenV-2 Anti-ZikV
1 Cap Mod 1600 800
2 Cap Mod + AIF 1838 2425
3 Cap Nat 303.1 3482
4 PBS 114.9 174.1

Tabla 2. Titulos de anticuerpos del segundo disefio experimental.
Titulo de IgG alos  Titulo de IgG a los

23 dpi 116 dpi
Givge Inmunégeno Anti- Anti- Anti- Anti-
(+ adyuvante) DenV-2 ZikV DenV-2 ZikV
1 Cap Mod + AIF 919 2111 672.7 1131
2 Cap Nat + AIF 132 229.7 151.6 200
3 PPV ZikV 4595 696.4 303.1 400
4 PBS 303.1 0 200 2378

dpi: dias post inmunizacion, AIF: adyuvante incompleto de Freund, PPV
ZikV: particulas pseudovirales de ZikV
Conclusiones. Este trabajo constituye el disefio y
la evaluacion in vivo en ratones de un candidato a
vacuna contra ambos Flavivirus. Ademas, se demostro
por primera vez la posibilidad de presentar
péptidos inmunogénicos en la capside de VAA-8.
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maestria 493129-CONACyT, programas UNAM-PAPIIT
IT200315, 17200418 e 17200521, y la AMEXCID
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DISENO IN SILICO DE UN CANDIDATO VACUNAL CON ANTIGENOS RECOMBINANTES DE
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis.
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Palabras clave: paratuberculosis, antigeno multiepitépico, proteina recombinante

Introduccion. La paratuberculosis es una
infeccion cronica del tracto intestinal que afecta
principalmente a rumiantes domésticos produciendo
grandes pérdidas econdmicas (1). Su control a través de
la vacunacion no ha sido efectivo debido a que las
vacunas disponibles no previenen la infeccion y, ademas,
causan lesiones en el sitio de aplicacion debido a los
adyuvantes oleosos que utilizan (2). Por tal razén, se
requieren vacunas de subunidades con mejores
adyuvantes, que sean mas seguras, mas especificas y
de facil administracion (3). En este trabajo se presenta
la estrategia de disefio de un candidato vacunal
recombinante para su expresion en E. coli. El
antigeno disefiado contiene una secuencia multiepitépica
en tandem de un antigeno de Mycobacterium avium
subsp. paratuberculosis, de la cepa ovina S397 (MAPS)

fusionado a un dominio de fijacion al almidén (DFA). Este
dominio permitira la inmovilizacion del antigeno
recombinante sobre microparticulas de almidén crudo las
cuales constituyen el sistema acarreador y adyuvante

4.

Metodologia.

Andlisis in sifico del
genoma de la cepa ovina
$397 (MAPs)
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Resultados. De los antigenos analizados se
selecciond al antigeno Acil-CoA deshidrogenasa (MAPs
19980) implicado en el metabolismo de lipidos en MAP,
cuya inmunogenicidad y obtenciébn en un sistema
de expresion heterdlogo ha sido previamente reportado
3).

La secuencia multiepitopica (ME) se obtuvo con los
epitopos con los valores mas altos de afinidad por MHCI

BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No. 4

(con rango percentil <1) y MHC Il (con rango percentil
<10) separados por un enlazador dilisina (KK), una
estrategia para separar epitopos de linfocitos T y evitar
formacién de nuevos epitopos.

La secuencia ME obtenida se repitid tres veces y se
fusion6 con el DFA. Las caracteristicas fisicoquimicas de
la proteina recombinante sugieren que puede producirse
en E. coliy la prediccion in silico de su inmunogenicidad
muestra que la proteina preserva un nimero de epitopos
con puntuaciéon positiva con residuos con mayor
probabilidad de reconocimiento por parte de los LT. En la
Figura 1 se resumen los resultados obtenidos.

Hise,-MAPs19980-DFA

Amimcdcidox 511

PM: 5697 sDa

P |, tadrico: 4 06
Coefickente de extincida: 55500

Figura 1. Antigeno vacunal His6x-MAPs19980-DFA

Conclusiones. Se disefi6 una vacuna quimérica
multiepitopica basada en los valores mas altos de afinidad
por MHC obtenidos en diferentes péptidos antigénicos de
la proteina MAPs 19980. La proteina obtenida se
presenta como una molécula estable capaz de ser
expresada en E. coli. El antigeno disefiado e inmovilizado
sobre las microparticulas de almidén constituye una
vacuna candidata potencial contra la paratuberculosis
ovina.
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EFECTO DE LA ESTRATEGIA DE ALIMENTACION Y LA TEMPERATURA SOBRE LOS
PARAMETROS DE PRODUCCION DEL PRECURSOR DE GLARGINA EN Pichia pastoris
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Introduccion. La diabetes mellitus es un problema
de salud publica a nivel mundial. México ocupa el
quinto lugar entre los paises con mayor nimero de casos
de diabetes (1). Para millones de personas el
Unico tratamiento posible es la aplicacion de insulina
humana o uno de sus analogos. La glargina es un
analogo de insulina de accién prolongada con menor
riesgo de hipoglucemia. Como la insulina humana, la
glargina es una proteina globular compuesta por dos
cadenas polipeptidicas unidas por dos enlaces disulfuro
(1). Pichia pastoris (sinbnimo Komagataella phaffi)) es
una levadura metilotr6fica muy empleada para
producir proteinas eucariotas debido a su eficiente
sistema de secrecion y la posibilidad de realizar
modificaciones postraduccionales.

En este trabajo se evalué el efecto de la estrategia
de alimentacion de metanol y la temperatura en la etapa
de induccion sobre el crecimiento celular y los
parametros de produccion del precursor de glargina en
cultivos en biorreactor con una cepa de P. pastoris
recombinante.

Metodologia. Se empleé una cepa de P. pastoris Mut:
que produce el precursor de glargina de
forma extracelular al emplear metanol como Unica fuente
de carbono y energia. Se realizaron tres cultivos en
tres etapas (lote de glicerol, lote alimentado con glicerol
y lote alimentado con metanol) para evaluar el efecto de
dos estrategias de alimentacion de metanol (MLFB:
lote alimentado con metanol limitado, y MNLFB: lote
alimentado con metanol no limitado) (2) vy
dos temperaturas (28 y 24°C) en la etapa de lote
alimentado con metanol sobre los parametros de
crecimiento y produccién celular. La estrategia MLFB se
realizé a 28°C alimentando con metanol a una velocidad
qgue aumenté de forma exponencial para obtener una
velocidad especifica de crecimiento (u) constante de
0.003 h:. En la estrategia MNLFB, se alimenté con
metanol usando un sistema automatico de monitoreo y
control para mantener una concentracion de metanol
constante en el medio de cultvo de 1.0 g¢g/L. La
temperatura se mantuvo a 28 6 24°C. A diferentes
tiempos de cultivo, se determind el crecimiento celular
como la concentracion de biomasa seca, y la
concentracion del precursor de glargina en el medio de
cultivo libre de células mediante analisis por HPLC de
fase revesa.

Resultados. En la etapa de induccion del gen heterélogo,
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la biomasa aumentdé exponencialmente en los tres
cultivos a diferentes valores de y: 0.0040, 0.0091, 0.0164
h: para los cultivos MLFB y MNLFB a 28 vy
24°C, respectivamente. ElI consumo de metanol
aumento segin un polinomio de segundo orden, con
una velocidad de consumo de metanol desde 0.08
mL/min  hasta 0.07, 0.13, y 0.55 mL/min. Los
rendimientos biomasa/metanol (Yxs) y las velocidades
especificas de consumo de substrato (gs) fueron
constantes, con valores diferentes para cada cultivo,
siendo mayores en los cultivos MNLFB que en el cultivo
MLFB, y los mas altos en el cultivo MNLFB a 24°C (0.312
g/g y 0.053 g/g h). La produccidon extracelular del
precursor de glargina aument6 linealmente en el cultivo
MNLFB a 28°C (productividad 1.30 mg/h), alcanzando
una produccion volumétrica a las 100 h de induccion
de 69.9 mg/L de medio de cultivo. En los cultivos MLFB
y MNLFB a 24°C, el producto recombinante
aumentd segln un polinomio de segundo orden, con
una produccién volumétrica a las 100y 75 h de induccion
de 479 'y 121.8 mg/L. Los rendimientos
producto/biomasa (Ypix) ¥ producto/sustrato (Ypss), y las
velocidades especificas de formacion de producto (gp)
fueron constantes durante la etapa de induccion.
Los parametros de produccion (productividad volumétrica
[Qr], Yois Yy gp) fueron mayores en los cultivos MNLFB
que en el cultivo MLFB y los mas altos en el cultivo a
24°C.
Conclusiones. Independientemente de la estrategia
de alimentacion de metanol empleada y la temperatura,
en todos los -cultivos se obtuvo un crecimiento
exponencial. Las Qp Yy @s fueron directamente
proporcionales a los valores de la y. La menor
temperatura (24°C) en la etapa de induccién condujo a
un aumento de la actividad metabolica de las células de
levadura, lo que aumenté la p. El cultivo MNLFB a 24°C
mostré los valores mas altos de los parametros del
proceso.
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agradece al CONACYT por la beca otorgada (No.
615675).
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MODELADO Y ANALISIS COMPARATIVO DE UN DISENO DE TIRA DIAGNOSTICO PARA
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Introduccién. El envenenamiento por serpientes es un
problema de salud y el tratamiento establecido por la
Organizacion Mundial de la salud (OMS) es el uso de
antivenenos(1l). La dosificacion del antiveneno es
variable, entre 3 a 20 viales, de acuerdo con la respuesta
clinica del paciente; ya que durante el tratamiento no se
conoce la cantidad de veneno circulante a neutralizar y no
existen métodos comerciales para la deteccién de
veneno, por lo que el desarrollo de un sistema de
diagnéstico rapido es imperante. Para optimizar estos
disefios se han implementado modelos computacionales
gue describen la dindmica de un flujo capilar en la tira
pruebas (2). En este trabajo se propone evaluar y
comparar el disefio de tiras de diagnéstico para la
deteccion de los venenos de Bothrops asper y Crotalus
simus, utilizando un modelo analitico. Esta evaluacion
sera util para optimizar el disefio de un prototipo de tira
de diagnéstico encaminado a la deteccion de venenos de
serpientes mexicanas, lo que permitira un mejor abordaje
en los pacientes envenenados.

Metodologia. Para evaluar las caracteristicas del
disefio, se evalla un modelo analitico desarrollado
por Berli y Kler (3). Este modelo simula la cantidad
de complejo sandwich que se forma en la zona de
prueba Fig.1.

Resultados. Con base en las mediciones
conjugado utilizando Bothrops asper se estimaron los
parametros cinéticos y de concentraciones iniciales de
conjugado. Con base en estos datos se eligieron
diferentes valores de la distancia entre la almohadilla de
muestra y la linea de prueba (x_L) con el cual se evalu6
la cantidad de conjugado obtenido. Igualmente se evalué
la velocidad de flujo en funcién del parametro de régimen
de flujo (c), el cual es funcidn del tipo de material que se
utiliza para el disefio de la tira. De esta manera se puede
evaluar la cantidad de conjugado que se obtiene en
funcién del disefio de la tira, Fig.2. Estos resultados se
compararan con los datos obtenido usando el veneno de
Crotalus simus. Como parte el modelo, se desea llevar
un analisis de variabilidad para definir la capacidad
predictiva del modelo y obtener un disefio 6ptimo de la
tira que se llevara a laboratorio.
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Fig. 1 Esquema para el modelo de la tira de flujo lateral y sus variables mas
importantes.

Conclusiones. El modelo analitico permite evaluar
las variables de disefio, como es, la distancia entre
la almohadilla de muestra y la linea de prueba al igual
qgue los materiales lo cuales definen la velocidad de
flujo, todo esto en funcibn de los valores
experimentales como son la formacion de complejo
utilizando el veneno de Bothrops asper. Este modelo
arroja los datos para un disefio de tira diagnostico que
llevard a laboratorio.

Fig. 2. Cantidad de formacién de complejo variano la distancia xL y el
parametro c el cual define la velocidad deflujo capilar y es funcién de los
materiales de la tira.
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DESARROLLO DE UNA VACUNA ORAL PROTECTORA CONTRA PLASMODIUM VIVAX

UTILIZANDO CHLORELLA VULGARIS COMO VECTOR
Luz Aurora Ramirez R., Juan Carlos Ramirez V., Escarlett Gonzalez M., Daniel A. Pérez R., Froylan M.E. Escalante,
Universidad Auténoma de Guadalajara, Departamento de Biotecnol6gicas y Ambientales, Zapopan 45129
aurora_ramirez01@yahoo.com.mx

Palabras clave: Vacunas orales, malaria, transformacién de microalgas.

Introduccién. El desarrollo de las vacunas comestibles
se enfoca en plantas transgénicas cultivadas
naturalmente para usar su tejido vegetal como prevencion
de enfermedades. Sus principales ventajas radican en que,
al ser administradas de forma oral, desencadenan
una respuesta inmunitaria mucosa (1). No obstante, el
mayor problema que presentan es la degradacién que sufren
los antigenos en el estbmago antes de que puedan inducir
una respuesta inmune (2). Dado lo anterior, se propone
como vector una microalga inocua de agua dulce llama C.
vulgaris la cual presenta una pared celular gruesa que le
conferiria proteccién mecanica y fisica (3). La malaria es
una enfermedad febril aguda causante de millones de
muertes a nivel mundial. La produccion de su vacuna ha sido
lenta y tendria un impacto social y econémico muy alto (4).
El presente trabajo propone dos vacunas orales usando
C. vulgaris, transformada mediante Agrobacterium,
como vector para la expresion de las proteinas
circumsporozoicas VK210 y VK247 de P. vivax.

Metodologia. Los genes VK210 y VK247 se clonaron en
un vector de expresion binario mediante las enzimas
de restriccion Kpnl y Xbal para dar lugar a los plasmidos
pl3VK210 y p13VK247. El plasmido resultante contenia el
gen de resistencia a kanamicina e higromicina
como marcador de seleccion bacteriano y
eucarionte, respectivamente. Los plasmidos se construyeron
en una cepa de E. coli y posteriormente se transformé una
cepa de A. tumefaciens mediante electroporacién. La
microalga C. vulgaris se cocultivd con la A. tumefaciens
transformada en un medio de induccién para promover la
transferencia de genes. Las colonias de microalga
transformada se aislaron en medio con higromicina.

Resultados. La construccion del vector de expresion
se comprob6 con doble digestion enzimética para obtener
el fragmento VK210 y VK247 de 294 pb y 357
pb respectivamente, ademas del vector de 10,500 pb.

Fig. 1. Digestiones dobles de los vectores de clonacién (carril 1-2)
y de expresion (carril 3-4).
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La transferencia del vector a A. tumefaciens se comprobé por
ping-pong, enseguida se amplificaron por PCR los
fragmentos VK210 y VK247 junto con un fragmento del gen
la resistencia a kanamicina (nptll) de 540 pb como control
positivo.

Natli

Fig. 2. Amplificacién de los genes de interés VK247, VK210 y ntpll
de A. tumefaciens.

Para verificar la correcta insercion de los genes en
la microalga, se extrajo ADN gendmico de las cepas de
C. vulgaris transformada y se amplificaron los genes VK210,
VK247 y un fragmento del gen de la resistencia a higromicina
(hpt) del plasmido de 752 pb.

Fig. 3. Amplificacién de genes VK247, VK210 y hpt del
ADN gendmico de C. vulgaris transformada
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Fig. 4. Comparacion del crecimiento. De izquierda a derecha,

C. vulgaris WT, C. vulgaris WT con higromicina y C. vulgaris
transformada con higromicina

Conclusiones. Se demostro que los genes los genes VK210
y VK247 fueron exitosamente insertados en el genoma de la
microalga C. vulgaris. Este proyecto da la pauta para su
crecimiento en escala piloto y las pruebas posteriores en
ratones para verificar la potencia de la inmunizacion.
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DISENO in silico DE UNA VACUNA MULTIMERICA CONTRA Leishmaniasis mexicana
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Universidad de Sonora, Hermosillo 83000,
rebecaruiz@live.com.mx.

Palabras clave: Vacuna, bioinformatica, Leishmaniasis

Introduccion. El género Leishmania es el causante
de una serie de enfermedades llamadas cominmente
Leishmaniasis. L. mexicana produce una
infeccion basada en ulceras cutdneas. Los
parasitos Leishmaniasis mexicana tienen a los fleb6tomos
como especie hospedera mediante los cuales llegan al
ser humano. Se estima que mas de 20 millones de
personas en el mundo sufren de leishmaniasis y
anualmente crece este ndmero. Las vacunas son
consideradas, por muchos, como uno de los inventos mas
efectivos en la medicina moderna. Sin embargo, las
vacunas tradicionales sufren de ciertas limitaciones como
la estabilidad de los componentes, el transporte,
el almacenamiento, los costos, el tiempo de
produccion, entre otras. Las vacunas de ADN son una
alternativa que pretende solucionar algunas de estas
limitaciones. Las vacunas de ADN eliminan la necesidad
del uso de cadena de frio para almacenar y transportar las
vacunas. También son faciles de modificar y adaptar a
nuevas formas de la enfermedad dependiendo de la
necesidad. Son consideradas mas seguras que las
vacunas tradicionales ya que el organismo patdégeno no
esta involucrado en la sintesis de la vacuna.

Este estudio se concentra en disefiar, de manera in silico,
una vacuna de ADN multimerica para L. mexicana.

Metodologia. Se utilizo la metodologia antes descrita por
Garima Singh et al 2020. Con esta técnica se
buscan GBPSPA (genome based predicted signal
peptide antigens) dentro del genoma del parasito. Se
predijeron los epitopos de células B de proteinas
antigénicas mediante el uso del servidor BCPREDS.
Después de disefiaron dos modelos de vacunas y
se calcularon sus propiedades fisicoquimicas.
Fue necesario buscar también los niveles de
antigenicidad y alergenicidad de las vacunas construidas.
Al terminar las pruebas fisicoquimicas y la estructura
secundaria, se comenzaron los andlisis de la unién entre
las vacunas construidas y los receptores tipo toll TLR-2 y
TLRA.

Fueron validados los modelos tridimensionales
con analisis Ramachandran. Luego se realizaron
modelos de docking, estructurales y se creé un proceso
de clonacion virtual. Para finalizar fueron disefiados dos
plasmidos con funcién de vector con las secuencias de las
vacunas en el servidor NEBcutter V2.0

Resultados. Se obtuvieron dos secuencias multimericas,
que incluyen epitopos de células B, de HLA clase 1y HLA
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clase 2. Capaces de crear una respuesta inmune en el
organismo. También se obtuvo el disefio de los plasmidos
vectores para estas vacunas y sus modelos
tridimensionales, asi como las predicciones de docking.

GBPSPA #AA

Surface antigen-like protein 285
hypothetical protein 268
Surface antigen-like protein 495
Surface antigen-like protein 709

Tabla 1. Secuencias de GBPSPA usadas en este estudio.

Conclusiones. Las vacunas pueden ser desarrolladas de
manera efectiva a partir de su secuencia con esta técnica.
Esta metodologia representa un futuro prometedor en el
desarrollo rapido y efectivo de vacunas.
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ESTABLECIMIENTO DE CONDICIONES DE UN BIOENSAYO PARA MEDIR LA ACTIVIDAD
INMUNOESTIMULADORA DE MOLECULAS QUE ACTIVAN LA LINEA CELULAR THP-1

Brenda Michelle Bahena Mondragon, Carlos Alberto Tavira Montalvan, Angélica Meneses Acosta. Facultad de Farmacia,
UAEM. Cuernavaca, Morelos. CP.62209.
angelica_meneses@uaem.mx.

Palabras clave: inmunoestimulacion, bioensayo, linea celular THP-1.

Introduccién. El bioensayo estima la potencia de una
sustancia mediante el estudio de sus efectos sobre
organismos vivos, tejidos y células. Para garantizar que el
método esté optimizado y sea idoneo, se deben establecer
las condiciones del ensayo, conocer al analito de interés, asi
como un analito de referencia (1). La linea celular THP-1
diferenciada con 12-miristato, 13-acetato de forbol (PMA) (2),
permite establecer bioensayos que midan la actividad
inmunoestimuladora de moléculas capaces de activar
macrofagos naive, como el IFN gamma humano (3). La
evaluacion de la actividad de estas moléculas se realizd
identificando la expresion de los marcadores CD40, CD14 y
CD35 (4) por RT-PCR.

El objetivo es establecer las condiciones de un bioensayo que
mida la actividad inmunoestimulante de moléculas que
activan macrofagos.

Metodologia. La linea celular THP-1 se cultivd a 37°C, 5%
CO2, en medio RPMI 10% SFB, 0.05mM 2-BME. Los
monocitos THP-1 se diferenciaron a macréfagos naive con
PMA a 10 nM (2), posteriormente se activaron con IFN-
gamma a 40 ng/mL y LPS a 20 ng/mL como control positivo
de activacién (3). Se realizé la extraccion de ARN de los
cultivos anteriores, junto con macréfagos naive como control
positivo de diferenciacion y monocitos como control negativo
de diferenciacion.

Posteriormente, se realizaron los RT-PCR para evaluar la
expresion de CD40, CD14 y CD35 de los macréfagos con
sus respectivos tratamientos mediante electroforesis en gel
de agarosa.

Resultados. La morfologia de los cultivos diferenciados
observada por microscopia de campo claro y tincion con
cristal violeta resultdé irregular, con prolongaciones
citoplasmaéticas, granulos en el citosol, aumento de tamafio y
adherencia al sustrato; la cual es la morfologia caracteristica
de macréfagos. Se evalué la expresion de CD40, CD14 y
CD35 a partir de ARN de macrofagos diferenciados con PMA
y activados con IFN-gammay LPS por RT-PCR, observando
que la expresién de CD40 fue en aumento con respecto a la
diferenciacion de monocitos a macréfagos naive y en
macrofagos activados con LPS; fue ain mayor. EI CD14, por
el contrario, disminuyd su expresion conforme las células se
diferenciaban. EI CD35 se expres6 solamente en monocitos
THP-1 sin tratamiento, siendo el control negativo de
diferenciacion.
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Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa al 1.5% de PCR para la detecciéon del
marcador de superficie CD40 en la linea celular THP-1. Se muestra en el
primer carril el MPM de 100pb DNA. Los tratamientos son los siguientes: 1)
Macroéfagos THP-1 diferenciados- Tx LPS 20 ng/mL. 2) Macréfagos THP-1
diferenciados- Tx IFN-gamma 40 ng/mL. 3) Macréfagos THP-1 diferenciados
con PMA 10 nM 120 h. 4) Macrdéfagos THP-1 diferenciados con PMA 10 nM 6
h. 5) Monocitos THP-1. 6) Control constitutivo de células GAPDH-469 pb. 7)
Control negativo de reaccidn de PCR. El tamafio esperado de la banda es 121
pb.

Conclusién. Se establecieron las condiciones para un
bioensayo que permite evaluar la actividad
inmunoestimuladora de IFN-gamma sobre la linea
celularTHP-1.
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