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RESUMEN

A partir de callos friables previamente adaptados en condicion de oscuridad se establecieron
cultivos de células en suspension de Carica papaya: un cultivo silvestre (WT) y un cultivo
transgénico C23 que expresa el péptido KETc7 de la vacuna contra la cisticercosis S3Pvac.
Ambo cultivos crecieron en medio liquido B5 con los fitorreguladores 4cido 2,4-dicloro-
fenoxiacético y cinetina 2 mg L!. Este estudio se realizé en dos etapas; en la primera se llevo
a cabo la determinacion de pardmetros cinéticos: se establecié la cinética de crecimiento en
matraz agitado con 6 % de in6culo por 42 dias, se analiz6 la viabilidad celular, el pH del
medio de cultivo, el consumo de azucares totales, la concentracion de proteina total y la
cuantificacion del péptido KETc7. Se determind para C. papaya WT una velocidad de creci-
miento de 0.05 d”' y una biomasa méaxima de 10.12 g L''. La linea transgénica C23 presento
una p igual a 0.10 d' y biomasa maxima de 14.36 g L. Considerando la capacidad antipa-
rasitaria reportada de algunos componentes de la papaya, se analiz6 en una segunda etapa la
actividad nematicida de los cultivos en suspension contra el nematodo parasito H. contortus,
el cual es de importancia en el area pecuaria. Los bioensayos se realizaron en placas de mi-
crotitulacion de 96 pozos. Se utilizé una concentracion de 1 mg/mL de la biomasa celular
disuelta en PBS pH 7.4, como control negativo se utiliz6 el medio Hanks, y como control
positivo Ivermectina 5 mg/mL. Se coloc6 un promedio de 100 larvas L4 sin vaina en cada
pozo (n=6). Posteriormente se realizaron lecturas a las 72h. El andlisis estadistico que se
utilizé fue un disefio completamente al azar en el programa SAS V9. La incubacion de la
biomasa WT con larvas L4 de Haemonchus contortus indujo un porcentaje de mortalidad
17.52 al dia 30 de crecimiento, mientras que la biomasa proveniente de la linea transgénica
C23 de 44.59 a los 12 dias de crecimiento, siendo estos ultimos los porcentajes mas altos. En
este trabajo de tesis se establecieron cultivos de células en suspension de papaya: uno no
modificado y otro expresor del péptido KETc7, y se demostro la actividad nematicidad de
los mismos. Como perspectivas del presente estudio se propone determinar los valores CL50
y CL90, y continuar con un fraccionamiento biodirigido de la biomasa celular, para purificar
y elucidar las moléculas responsables de la actividad nematicida contra parasitos de impor-

tancia pecuaria.
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ABSTRACT

Using callus growing under darknesse condition the establishment of suspension cell cultures
of Carica papaya: wild type (WT) and the C23 transgenic line that expresses the KETc7 of
the vaccine againt cysticercosis S3Pvac. Both lines grew in liquid B5 medium added with
the phytoregulators 2,4-dichlorophenoxyacetic acid and kinetin 2 mg L. This study was
carried out in two stages; in the first stage of the kinetics parameters was carried out, as well
as cell viability, pH of the culture medium, consumption of total sugars, total protein con-
centration, and quantification of the KETc¢7 peptide. A maximum growth velocity of 0.05 d°
!'and a maximum biomass of 10.12 g L™! were determined for C. papaya WT. The transgenic
line C23 showed a ;1 0.10 d! and a maximum biomass of 14.36 g L"!. The nematicidal activity
against the parasite H. contortus was analyzed in the second stage, which is important in the
livestock area. The bioassays were performed in 96-well microtiter plates. A concentration
of 1 mg/mL of the biomass dissolved in PBS pH 7.4, was used the Hanks medium as a neg-
ative control, and the positive control Ivermectin 5 mg/ml. An average of 100 larvae without
pod were placed in each well (n = 6). Seventy-two hours, readings were made. The SAS V9
program was used for the statistical analysis using a random desing. The incubation of the
WT biomass with L4 larvae of Haemonchus contortus induced a mortality percentage of
17.52 at day 30 of growth, whereas the biomass from the C23 transgenic line presented
44.59% at 12 days of growth, being these percentages highest. In the present work cell sus-
pensions cultures of wild type papaya and KETc7 peptide expressors were established and
their nematicidal activity were demonstrated. The perspectives of the present study are to
determine the Lc50 and Lc90 lethal concentrations and to continue with the bioguided frac-
tionation of cell biomasses in order to purify and elucidate the molecules responsibles for the

nematicidal activity against parasites of livestock importance.



1. INTRODUCCION

Las enfermedades parasitarias son unos de los principales problemas que repercuten en la
salud humana, y provocan dafios severos en la salud de los animales ocasionando mermas en
la produccion y reproduccion. La cisticercosis es una parasitosis de humanos y cerdos, pre-
valente en paises de desarrollo. En el Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM
se desarroll6 una vacuna contra la cisticercosis porcina con el propdsito de interrumpir su
transmision. La primera version de la vacuna, constituida por tres péptidos denominados
KETcl, KETc12 y KETc7, fue producida de forma sintética y demostro6 inducir alto nivel de
proteccion contra cerdos expuestos al desafid natural. Una segunda version recombinante de
la vacuna expresada en fagos filamentosos fue producida y demostr6 propiedades similares.
Ambas versiones son inyectables lo que implica altos costos para su aplicacion en cerdos de
traspatio. Con el proposito de desarrollar una vacuna oral, los péptidos fueron expresados en
callos embriogénicos de papaya (Hernandez et al., 2007). En las altimas décadas el area de
vacunacion ha destacado prototipos de vacunas de administracion oral utilizando plantas
transgénicas, que son capaces de conferir inmunidad en las mucosas como una primera linea
de defensa, asi como inmunidad sistémica. Adicionalmente las células vegetales han sido
propuestas para encapsular antigenos ya que los protegen del sistema digestivo debido a la
presencia de la pared de las células, el sistema de endomembranas y biopolimeros (Chan y

Daniell., 2015, Rosales y Salazar., 2014).

Con este enfoque se obtuvieron callos embriogénicos de papaya que expresan los
péptidos que integran la vacuna contra la cisticercosis (S3Pvac), que constituyen una plata-
forma estable para producir una vacuna oral contra la cisticercosis causada por Taenia solium
o T. crassciceps. (Hernandez et al., 2007, Fragoso et al., 2017). El desarrollo de esta via de
administracion es una prioridad en la vacunologia, ademas evitaria la costosa logistica de la
vacunacion inyectable y no dependientes de una "cadena de frio" para su mantenimiento

(Fragoso et al., 2017).

Debido al potencial de utilizar plantas transgénicas para la produccion de la vacuna
S3Pvac, en este estudio se planted la optimizacion de cultivos de células en suspension a

partir de callos transgénicos de C. papaya que expresan el péptido KETc¢7. Adicionalmente



y considerando las propiedades antiparasitarias que han sido reportadas asociadas al latex y
semillas de papaya, se evalu6 la capacidad antiparasitaria de las lineas de células en suspen-
sion tanto silvestres como transgénicas contra el nematodo gastrointestinal de rumiantes

Haemonchus contortus.
2. MARCO TEORICO

2.1 Caracteristicas de los parasitos y problematica

En la actualidad entre las enfermedades de mayor preocupacion a nivel mundial se encuen-
tran las parasitarias (FAO, 2014). Los parasitos son organismos que se alimentan de los nu-
trientes y de componentes de otros organismos, y pueden estar presentes en el ambiente,
alimentos y en el agua. Estos varian en tamafio desde organismos microscopicos de una sola
células o gusanos multicelulares, el tamafo fluctua de 1-2 pm a 12 metros de largo. Sus ciclos
de vida son variables, algunos parasitos utilizan un huésped permanente, otros pasan por una
serie de etapas de desarrollo utilizando un huésped diferente. Las infecciones por parasitos
comunmente son originadas por protozoarios (unicelulares), ectoparasitos y/o helmintos
(Matthews, 2006). A su vez, dentro de los helmintos podemos encontrar la clasificacion del
grupo de los gusanos planos, (cestodos y trematodos) y el grupo de los gusanos cilindricos
(nematodos), siendo los cestodos y nematodos de mayor importancia en el area de la salud

humana y veterinaria (Pérez, 2014, Urribarren et al., 2016).

Entre los cestodos se encuentran la familia Taeniidae, entre las que figuran Taenia
asiatica, Taenia crassiceps, Taenia serialis, Taenia saginata y Taenia solium (Tappe et al.,
2015). Entre los nematodos gastrointestinales de interés pecuario figuran los géneros Tela-
dorsagia, Ostertagia Cooperia, Trichostrongylus y Haemonchus, los cuales son los de mayor
impacto econdémico, pues estdn presentes en bovinos y ovinos (Torgerson y Macpherson,
2011). Estos parasitos pueden provocar enfermedades y desencadenar cuadros clinicos gra-
ves. Especificamente, la cisticercosis es una parasitosis de humanos y cerdos causada por el
metacéstodo de Taenia solium en su estadio larvario (cisticerco). En el area pecuaria ocasio-
nan graves pérdidas econdmicas para el ganado en pastoreo de hasta $3,579,904,454,2 billo-
nes de pesos, debido a que causan el retraso del crecimiento, provocan desnutricion, baja

conversion alimenticia y en algunos casos la muerte de los animales mas afectados, ademas

2



de los gastos derivados de los tratamientos quimicos. Esto genera un gran impacto negativo
en la salud animal en la mayor parte del mundo principalmente en zonas tropicales y subtro-
picales en donde adquieren prevalencia y gran relevancia (Kohler, 2001, Liébano et al., 2011,

Rodriguez, 2017).
2.1.1 Taenia solium

Es un gusano plano con simetria bilateral, pertenece a la clase Cestoidea, subclase Eucestoda;
orden Cyclophyllidea; familia Taeniidae; género Taenia. Se adhiere a la mucosa de la parte
proximal del intestino delgado de su hospedero definitivo (el humano), por medio de cuatro
ventosas y una doble corona de ganchos, localizados en su cabeza o rostelo; la parte inferior
se adelgaza para formar un cuello angosto y un cuerpo constituido por cientos de proglotidos
hermafroditas. Los proglotidos unidos entre si en forma de cadena se denomina estrdbilo el
cual adquiere grados progresivos de maduracion conforme se aleja de la cabeza del parasito.
Los proglotidos mas cercanos al cuello son los més jovenes e indiferenciados, mientras que
los mas alejados estan totalmente diferenciados y contienen hasta 50,000 huevos. El meta-
céstodo la forma larvaria o cisticerco es una vesicula llena de liquido que contiene en su

interior un escolex invaginado (Willms et al., 2006).
2.1.2 Ciclo de vida de Taenia solium

El ciclo de vida de este parasito involucra dos hospederos (cerdo-humano), especificamente
incluye una fase larvaria que afecta ambos como huéspedes intermediarios, y que se completa
en el hombre quien es el hospedero definitivo de T. solium. El humano elimina los huevos
del parasito libres o dentro de los progldtidos gravidos por medio de las heces, los cuales
pueden ser ingeridos por los cerdos o accidentalmente por el hombre y la accion de los jugos
digestivos permite la liberacion de los embriones hexacantos y su adherencia a la mucosa
intestinal (Hernandez et al., 2007). Posteriormente, penetran la pared intestinal hasta alcanzar
los vasos sanguineos, por los cuales pueden llegar a diversos 6rganos, tejidos y desarrollarse
en cisticercos. Los cisticercos pueden localizarse en el musculo estriado, el sistema ocular,
tejido graso subcutaneo, corazon y al nivel del sistema nervioso central figura 1. La invasioén

al sistema nervioso central (SNC) da lugar a la neurocisticercosis (NC), enfermedad que



constituye la localizacion mas grave de la infeccion, se considera un problema de salud pi-
blica, con un 2.4% de consultas/afio debido a sintomas relacionados con la enfermedad (Uri-
barren et al., 2018). La neurocisticercosis se asocia con una reaccion inflamatoria cuya na-
turaleza e intensidad son variables, ya que depende de la etapa evolutiva en la que se halle el
parasito, los signos y sintomas dependen del nimero, ubicacidn y la respuesta inmunoldgica
individual (Fleury et al., 2006), entre los sintomas se pueden incluir cefaleas cronicas, ce-
guera, convulsiones (epilepsia), hidrocefalia, meningitis, demencia y sintomas causados por
lesiones que ocupan espacios del sistema nervioso central. Se estima que causa el 30% de
todos los casos de epilepsia en los paises donde el parasito es endémico (OMS, 2015). En
Meéxico, se notifica el 11% de las consultas neurologicas y el 25% de las craneotomias (Uri-

barren et al., 2018).

Cuando el cerdo o el hombre ingiere huevos producidos por la tenia, los huevos se desarro-
llaran a quistes que en el cerdo puede afectar miisculos maseteros, lengua, diafragma, corazén
y cerebro. Los humanos son los tnicos portadores de la fase adulta del parasito, la tenia se
adquiere por comer carne cisticercosa, cruda o mal cocida (figura 1). Los cisticercos llegan
al estbmago y posteriormente al intestino delgado, en donde los jugos géstricos y biliares
promueven que el escélex evagine y se fije en la pared intestinal, donde comienza a desarro-

llarse hasta alcanzar de 3 a 12 metros de largo (CDC, 2014).
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Figura 1. Ciclo de vida de Taenia solium. 1. Los cerdos y los humanos se infectan al ingerir huevos o proglé-
tidos gravidos. 2 y 7. Los seres humanos se infectan por ingestion de alimentos contaminados o por autoinfec-
cion. Una vez que se ingieren los huevos, las oncosferas eclosionan en el intestino. 3 y 8. Invaden la pared
intestinal y migran a los musculos estriados, al cerebro, al higado y otros tejidos, donde se convierten en cisti-
cercos. 9. En los seres humanos, los quistes pueden causar secuelas graves si se localizan en el cerebro, lo que
resulta en NC. El ciclo de vida del parasito se completa, resultando en una infeccion por tenia humana, cuando
se ingiere carne de cerdo poco cocinada que contiene cisticercos. 4. Los quistes evaginan y se adhieren al
intestino delgado por su escolex. 5. Las tenias adultas se desarrollan, (hasta 2 a 12 m de longitud y producen
menos de 1000 proglotidos. 6.Cada una con aproximadamente 50,000 huevos) y residen en el intestino delgado

durante afios. Tomado de Centro de Control y Prevencion de Enfermedades CDC, 2014.



2.1.3 Prevalencia de la cisticercosis

De acuerdo con la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS, 2015), la cisticercosis se ha
convertido en un grave problema de salud publica. Su transmision es muy variable, ya que
depende de factores socioecondmicos y culturales, en particular por la convivencia con un
portador del gusano adulto. En 2015 el Grupo de Referencia de Epidemiologia de las Enfer-
medades Transmitidas por los Alimentos de la OMS identifico a T. solium como una de las
principales causas de muertes por enfermedades transmitidas por alimentos, con un total con-
siderable de 2,8 millones de afios de vida ajustados por discapacidad. Es una infeccién endé-
mica localizada en paises subdesarrollados de América Latina, Asia y Africa (figura 2). Se
localizan principalmente en las comunidades agricolas y rurales, donde no se tiene el cuidado
de la higiene alimenticia, asi como el control del saneamiento ambiental, es decir, fecalismo
al aire libre (al ras del suelo), en zonas donde la cria rustica de sus animales (cerdos) es
practicada por la poblacion donde los dejan libres y pueden alimentarse con heces humanas.
También es frecuente en zonas donde los animales no son sacrificados en mataderos y donde
no hay inspeccion de la carne. La cisticercosis, principalmente afecta la salud animal y la
economia, pues se reduce el valor de mercado de los cerdos siendo decomisados y no aptos

para el consumo humano (Sciutto et al. 2000).
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Figura 2. Regiones endémicas de Taenia solium. Tomado de World Health Organizatién (OMS, 2015).



Por otra parte, en este mismo contexto de enfermedades parasitarias, la nematodiasis
es una enfermedad multi etilogica ocasionada por varios nematodos gastrointestinales de va-
rias especies y géneros (Soca, et al., 2005). Es un tema de gran preocupacion ya que es una
de las causas mas importantes de la baja productividad y merma econémica de los sistemas
pecuarios en México. La pérdida anual se estima en $8, 421, 226, 953 billones de pesos (Ro-
driguez, et al., 2017). La prevalencia se ve determinada por factores propios de los parasitos
y por factores como el medio ambiente, el clima, el manejo animal y la edad de los huéspedes
expuestos a praderas contaminadas. Las perdidas pueden ser directas como la muerte de los
animales jovenes o indirectas que se manifiestan clinicamente por diarreas persistentes,
anemia, desnutricion y baja calidad de la carne (Pdez, 2018). En la actualidad, la infeccion
por el nematodo parasito de ovinos Haemoncbus contortus es el problema de salud mas im-
portante (Salas et al.,2016).

2.2 Haemonchus contortus

El nematodo Haemonchus contortus afecta a pequefios rumiantes. Es un nematodo de la clase
Secernentea, subclase Trichostrongyloidea; orden Strongylida: familia Haemonchoidae; y
género Haemonchus, posee un cuerpo delgado, cubierto por una vaina, su intestino esta cu-
bierto por 16 células intestinales nucleadas. En su extremidad anterior, la larva y la vaina
tienen una forma conica mientras que en el extremo de la parte posterior son mas delgadas y
finas (figura 3) (Liébano et al., 2011). Ademas, forma parte de los parasitos hematofagos que
afectan a los ovinos provocandoles enfermedades como (anemia, gastritis, diarrea, entre

otras) perjudicando el desarrollo y el aumento de mortalidad (Pineda-Alegria et al., 2017).

-_ Parte anterior

Figura 3. Micrografia de microscopia de barrido (5000X) de una larva infectante con vaina de Haemonchus

contortus. Proporcionada por la Dra. Liliana Aguilar Marcelino, 2016. 7



2.2.1 Ciclo de vida de Haemonchus contortus

El ciclo biologico de este parasito es directo y la infeccion de los rumiantes se lleva a cabo
mediante la ingestion de larvas infectantes que son ingeridas junto con la pastura y finalmente
el parasito habita en el abomaso (cuarto estomago) e intestino delgado (Pdez, 2018). Esta
fase de desarrollo es considerada como el eslabén mas importante en la cadena evolutiva ya
que tiene la facultad de adaptarse a diversas condiciones ambientales, su habitat es el suelo,

tallos y hojas de los pastos donde pastorea el ganado (Paddock et al., 2010).

Los huevos del nematodo son expulsados del organismo junto con las heces y de esta
manera son depositados sobre el pasto donde encontraran las condiciones para su desarrollo;
en 1-2 dias se desarrolla el embrion del parasito dentro del huevo, de donde eclosiona una
larva de primer estadio Li. Posteriormente, después de un breve periodo las larvas sufren una
primera muda de su cubierta (vaina), evolucionando en larvas de segundo estadio L. Estas
larvas se alimentan de elementos contenidos en la materia fecal. Después de 2-3 dias las
larvas sufren una perdida mas de vaina convirtiéndose en larvas de tercer estadio L3 (larva
infectante) (figura 4). Las condiciones para su desarrollo deben de encontrarse a 28°C y 80%
de humedad; a temperaturas mas bajas las larvas pueden disminuir la velocidad de desarrollo
y pueden sobrevivir largos periodos, gracias a su metabolismo lento y sus reservas energéti-
cas. Estas larvas son muy activas pudiendo ascender por los tallos y migrar hacia las hojas
del pasto (Pineda-Alegria et al., 2017). Una vez que las larvas son ingeridas con el pasto
penetran la mucosa del abomaso donde sufren dos perdidas de vaina mas, convirtiéndose en
larvas L4y quinto estadio Ls (nematodo adulto) que presenta 6rganos sexuales de hembras y
machos (Liébano et al., 2011). Las hembras miden entre 25 y 34mm de longitud, mientras

que los machos miden entre 19 a 22mm (Dunn, 1993).
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Figura 4. Ciclo de vida de Haemonchus contortus A. El ovino ingiere la larva L3 que se encuentra en el pasto.
B. La larva llega al abomaso del ovino y se adhiere a la mucosa donde se desarrollara. C. Los huevos salen al
ambiente junto con las heces del ovino. D. Inicia el estado embrionario del huevo hasta convertirse en L;. E.
Las larvas se desarrollan desde L; a L3 (estadio infectante) en 2 o 7 dias, subiran hasta la superficie del pasto

donde seran ingeridas por el ovino y comenzara un nuevo ciclo. Tomado de (Pineda-Alegria, 2016).
2.2.2 Control quimico contra helmintos gastrointestinales

Hasta ahora, el método de control y de mayor aplicacion es el uso irracional de medicamentos
antihelminticos (AH), los cuales son sustancias de origen quimico y actualmente son el mé-
todo de prevencion de nematodos gastrointestinales en el mundo. En el mercado existen an-
tihelminticos que pueden administrarse de manera oral, percutdnea, intramuscular y subcu-
tanea (Lopez, et al., 2010). Existen una gama de antihelminticos modernos, con espectro
amplio y alto grado de eficacia. Dentro de los productos quimicos se pueden distinguir tres
grandes grupos, en donde se encuentran clasificados de acuerdo a su mecanismo de accion
en contra de los parasitos, benzimidazoles, imidazotiazoles y lactonas macrociclicas (tabla
1) (Lopez et al., 2010, Marquez, 2013). Para que un antihelmintico sea considerado efectivo
debe tener las siguientes caracteristicas: alta eficacia, ausencia de efectos colaterales y baja

o nula toxicidad para el hospedador.



Tabla 1. Antihelminticos de amplio y corto espectro para el control de nematodos en rumiantes. Tomado de

(Marquez., 2013).

Amplio Espectro

Mecanismo de accion

Principio activo

Familia farmacolégica

Fijadores de tubulina

Cambendazol, Oxfendazol
Flubendazol, Mebendazol

Benzimidazoles Albendazol, Thiabendazol
Fenbendazol, parbendazol
Luxabendazol, Triclabendazol
Fabentel
Probenzimidazoles Thiofanato
Netobimin
Bloqueadores Imidazotiazoles Tetramizol, Levamizol
ganglionares
Tetrahidropirimidinas Mofrantel, Pirantel
Potenciadores GABA | Avermectinas Ivermectina, Abamectina
Doramectina Milbermicinas Moxidectin

Corto Espectro

Desacopladores de la
fosforilacion oxidativa

Antagonistas de
acetilcolinesterasa

Salicilanilias
Sustitutos
Nitrofenilicos

Organofosforados

Cloxanida, Oxiclosanida
Rafoxanide, Closantel
Disofenol

Triclorfom, Haloxon
Naftalofos, Diclorvos

2.2.3 Efectos colaterales del uso de los antihelminticos: resistencia antihelmintica

De una forma tradicional los productores han recurrido al uso exclusivo de sustancias quimi-
cas para el control de enfermedades parasitarias. El uso intensivo e indiscriminado de los
antihelminticos (AH) y la administracion inadecuada han contribuido al desarrollo de resis-

tencia a estas sustancias, lo que constituye un obstaculo importante para su control (Marquez,
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2003). Esta resistencia antihelmintica (RA) se define como la capacidad que tienen una pe-
quefia poblacion para tolerar cantidades que son toxicas o letales para otras poblaciones de
la misma especie. Se han identificado algunos factores aceleradores del proceso de desarrollo
de resistencia, entre ellos factores genéticos, reproductivos y ecologicos de los parasitos, asi
como factores de orden entrdpico, siendo la resistencia una caracteristica heredable (Mar-
quez, 2013). Los antihelminticos mas usados en México son los derivados de bencimidazoles
y lactonas macrociclicas, dentro de estas se encuentran ivermectinas/milbemicinas las que
causan mayor dafio al ambiente, al suelo, al agua, la biodiversidad y particularmente a los

insectos benéficos que estan asociados al estiércol, lo cual representa otro problema.
2.2.4 Alternativas biologicas para el control de nematodos gastrointestinales

La resistencia antihelmintica ha ido en aumento en los ultimos afios, lo que sefiala la perti-
nencia de desarrollar nuevas estrategias para el control de parasitos (Torres et al.,2012). Es
por ello que se ha considerado el uso de plantas con propiedades antiparasitarias, estas han
sido una alternativa explorada por diferentes grupos de investigacion. Entre las plantas can-
didatas figuran Carica papaya. La papaya ademas de su alto contenido en vitaminas, contiene
enzimas proteoliticas como la papaina y la quimopapaina con propiedades antivirales, anti-

fungicas y antibacterianas (tabla 2) (Stepek et al., 2004, Aravind et al., 2013).

Tabla 2. Carica papaya, fitoconstituyentes. (Tomado de Aravind, 2013).

Fitoconstituyentes Parte documentada

Enzimas Papaina Fruto inmaduro
Quimopapaina

Carotenoides B Caroteno Fruto
Criptoxantina

Monoterpenoides Linalool Fruto
4-terpinol

Glucosinolatos Isotiocionato de bencilo Semillas
Aceite de papaya

Minerales Ca, Km Mg, Zn, Mn, Fe Hojas

Flavonoides Miricetina Brotes
Kaempferol

Alcaloides Carpaina
Vitamina A, B,C, E Hojas

Carbohidratos Carpasemina, Latex
Glucésido
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Se ha reportado la capacidad antiparasitaria de diferentes componentes de la papaya
(tabla 3), dentro de los cuales destacan los extractos de éter de semillas sobre parasitos de
peces Ichthyopthirius multifiliis (Ekanem et al., 2004). Otros han demostrado actividad anti-
helmintica evaluada mediante la realizacion de ensayos de viabilidad sobre Caenorhabditis
elegans. Cabe mencionar que los extractos que han demostrado dicha actividad son aquellos
que contienen isotiocionato de bencilo, que ha sido considerando como el responsable de

dicha actividad (Kermanshai et al., 2001).

Tabla 3. Literatura que reporta actividad antiparasitaria de Carica papaya.

Componente Parasito Modelo Referencias
Latex de papaya | Heligmosomoides polygyrus | Raton (Satrija et al., 1995)
Latex crudo de pa- | Trichuris muris Raton (Stepek, et al., 2006)
paya
Sobrenadante del | Hymenolepis diminuta Invitro | (Okeniyi, 2007)
latex
Semillas Heterakis gallinarum Aves (Tuesta, 2000)
Semillas Caenorhabditis elegans (Kermanshai et al.,,

2001)
Extracto de éter de | Ichthyopthirius multifiliis Peces (Ekanem et al., 2004)
semillas

2.2.5 Aspectos biotecnologicos para la produccion de vacunas en plantas transgénicas
2.2.5.1 Produccion de vacunas en plantas transgénicas

Uno de los métodos mas prometedores para la produccion y entrega de anticuerpos es el uso
de plantas transgénicas, estas son capaces de expresar genes de una amplia gama de virus y
bacterias. Este concepto de vacunas basadas en plantas fue descrito por primera vez por (Cur-
tis y Cardineau, 1990), implica el uso de células de plantas genéticamente modificadas. Los

métodos que se utilizan principalmente para expresar antigenos en plantas son: la integracion
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genética en el genoma nuclear, tejido especificos en cloroplastos, y virus de ARN, se puede
realizar expresion transitoria o de forma constitutiva (Lugade et al., 2010). Las células vege-
tales tienen la capacidad de llevar a cabo modificaciones postraduccionales tipicos de células
eucariotas (Hernandez et al., 2007, Qiang Chen et al., 2018). Algunas de las ventajas de
vacunas que son expresadas en plantas transgénicas son la produccion a bajos costos, pro-
duccidn a gran escala y alta seguridad debido a la falta de replicacion de patégenos humanos
en plantas (Curtis y Cardineau, 1990). Dado que la mayoria de las plantas son comestibles,
estas son seguras para la administracion oral, por lo que sirven como biofabricas y como
vehiculo de entrega (Rosales et al., 2018). Un desafio importante para las vacunas basadas
en plantas es la acumulacion de suficiente antigeno para que el consumo de una dosis efectiva
resulte en una respuesta inmunitaria protectora (Lugade et al., 2010). En los ultimos afios, se
han logrado prototipos de vacunas en hojas comestibles especialmente lechuga (Lactuca sa-
tiva), desarrollando el procesamiento de hojas o semillas, mediante liofilizacion para lograr
la estabilidad y eficacia del antigeno después de un almacenamiento prolongado a tempera-
tura ambiente. Sin embargo, el material liofilizado debe optimizarse para garantizar la con-
sistencia y potencia como estrategia de expresion. Los métodos de procesamiento son para-
metros clave que podrian tener gran impacto en la biodisponibilidad y eficacia (Chan y Da-
niell., 2015; Hernandez et al., 2014;). Ademas, tienen la capacidad para inducir una respuesta
inmune especifica y no requieren de personal capacitado para su administracion por via oral
(Streatfield et al., 2003). Con vacunas orales se incrementa la probabilidad de adquirir inmu-
nidad contra los agentes infecciosos que entran el cuerpo a través de una superficie mucosa,
como los tejidos que recubren la boca, la nariz y el esofago (Gomez et al., 2002, Streatfield,

2006).

Entre algunos ejemplos de proteinas y antigenos de interés en vacunacion expresados
en plantas transgénicas figura: la proteina heterodimérica (E1E2) del virus de la hepatitis C
(VHC) producida en plantas de tabaco (Clarke et al., 2017), la proteina de la capside del
VIH-1, el antigeno p24 expresado en Arabidopsis thaliana y Daucos carota (zanahoria)
(Lindh et al., 2014), las proteinas HPV16-L1 y LTB expresadas en hojas de tabaco para el
desarrollo de una vacuna para disminuir las infecciones por HPV16 (Virus del papiloma hu-

mano-tipo 16) (Hongli et al., 2013), la expresion del antigeno VP40 del virus del Ebola en
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plantas de tabaco (Monreal et al., 2017) y la proteina de fusion del antrax (CMG2- Fc) en

Nicotiana benthamiana (Sukenik et al., 2018).
2.2.5.2 Cultivo in vitro de plantas transgénicas

El cultivo in vitro de células y tejidos es una fuente alternativa para la produccion de molé-
culas de interés a partir de plantas. Diversas estrategias in vitro han sido desarrolladas con
el objetivo de incrementar el contenido de metabolitos, e incluyen técnicas destinadas a in-
troducir, multiplicar y regenerar material vegetal en condiciones controladas y asépticas. Esto
se logra en un medio de cultivo apropiado con las caracteristicas fisicoquimicas y la adicién
de nutrientes y reguladores de crecimiento (fitorreguladores), para generar callos, desarrollar
yemas o embriones. Los callos se pueden definir como masas de tejido parenquimatoso in-
diferenciado en crecimiento activo, que son inducidos por fitorreguladores para mantener el
estado indiferenciado en medio de cultivo sélido. Los fitorreguladores son los responsables
de la distribucion de los compuestos que las células biosintetizan (Dodds y Roberts, 1995).
Uno de los principales usos del cultivo de callos es para desarrollar suspensiones celulares.
En muchos casos, para obtener suspensiones celulares finas, es adecuado aumentar la friabi-
lidad del tejido por incremento de la concentracion de auxinas o disminucion de citoquininas
en el medio de cultivo. Los callos friables son dispersados en matraces en medio de cultivo
liquido, en un ambiente uniforme, eliminando los gradientes de nutrientes y teniendo un con-
trol de variables como temperatura, pH y oxigeno disuelto, y garantizando su disponibilidad
mediante agitacion en agitadores orbitales, con el fin de ayudar a la dispersion de las células,
y a su vez promover un crecimiento rapido (Weathers et al., 2010). Las velocidades de agi-
tacion oscilan entre 30 y 150 rpm dependiendo de la especie vegetal y el volumen de opera-

cion (Dixon et al., 1991).

El incremento de biomasa a partir de cultivos en suspension puede mejorarse modifi-
cando las condiciones del medio de cultivo o agregando agentes al medio, como sustancias
que incluyen aminoacidos inorganicos, precursores de proteina, agentes estabilizantes tales
como dimetilsulfoxido, glicol, polivinilpirrolidona, polietileno. Estos funcionan protegiendo

a las proteinas de la degradacion y evitando la precipitacion (Hellwing y Drossard., 2004).
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2.2.5.3 Caracteristicas de las células en suspension

Los cultivos de células en suspension son heterogéneos en las formas celulares, normalmente
contienen tanto células libres como agregados celulares. La proporcion entre ambos, asi
como su tamafio, dependen de la especie vegetal, edad del tejido en cultivo, composicion del
medio y condiciones de crecimiento (Habeych et al., 2003). El tamafo promedio de las cé-
lulas en suspension oscila entre 25 y 475 um dependiendo de su morfologia. En las suspen-
siones celulares se distinguen células de morfologia diversa, tanto redondeadas como alarga-
das. En el primer caso, son células meristematicas indiferenciadas (células no especializadas
en ningun tipo celular), con envoltura nuclear definida, nucleo grande que puede ocupar al-
rededor de las tres cuartas partes del volumen total de la célula. Su forma varia entre isodia-
métrica clibica y generalmente no poseen vacuola. En el segundo caso, son células parenqui-
maticas, probablemente estan especializadas para llevar a cabo una funcién y no pueden
transformarse en otro tipo celular, son de mayor tamafio que las meristematicas, poseen plas-
tidios, una vacuola grande y pared celular delgada o de mediano grosor, que les permite el
transporte de nutrientes a corta distancia. Al observar al microscopio, es posible encontrar
células meristematicas durante las primeras etapas de la cinética celular y luego células pa-
renquimaticas en las etapas subsecuentes. La sintesis de sustancias, como metabolitos secun-
darios es una caracteristica predominante de las células en la fase estacionaria, y al final de
la cinética el tamafio de éstas tiende a aumentar debido a la vacuolizacion y (Roca y

Mroginski, et al., 1991).
2.2.5.4 Cinética de crecimiento celular

Para el mantenimiento de una suspension celular en crecimiento continuo, es necesario iden-
tificar el momento apropiado en que los nutrientes del medio de cultivo se agotan. Se realiza
un subcultivo en medio fresco o un cambio de determinado volumen del medio de cultivo
para continuar en crecimiento continuo. Esto puede ser determinado a partir de una curva de
crecimiento celular con respecto al tiempo, que depende a su vez de la cantidad de indculo

utilizado y de la composicion del medio de cultivo (Pérez, 2010).

La curva de crecimiento tipica de células vegetales en suspension presenta las siguientes

fases que se indican en la (figura 5). I) lag, II) exponencial, III) estacionaria, IV) muerte.
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Concentracion celular
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Figura 5. Fases del crecimiento celular. I Lag, I Exponencial, III Estacionaria, IV Muerte (tomado de Pérez,

2010).

3. ANTECEDENTES

En un trabajo previo publicado por Hernandez et al., (2007) se realiz6 la transformacion de
callos embriogénicos de papaya (Carica papaya L.), utilizando tres construcciones genética
para la expresion de los péptidos recombinantes, KETcl, KETc12 y KETc7, que constituyen
la vacuna contra la cisticercosis S3Pvac. Se obtuvieron clonas transgénicas que contenian los
péptidos y fueron evaluadas en experimentos de vacunacion en el modelo de cisticercosis
experimental murina por Taenia crassiceps. El extracto de las clonas transgénicas que expre-
san los péptidos KETc1, KETc12 y KETc7 presentaron un 50%, 80 y 63% en el namero de
ratones totalmente protegidos ante el desafio con T. crassiceps. Recientemente se ha notifi-
cado la efectividad de esta vacuna administrada oralmente a ratones y cerdos en un intervalo
de dosis amplio y formulado con diferentes vehiculos (Fragoso et al., 2017). Esta proteccion
va acompafiada de un aumento de anticuerpos anti-S3Pvac y la proliferacion de linfocitos.
Se demostro la eficacia de la vacuna utilizando la plataforma de papaya para la inmunizacion
oral, induciendo inmunidad efectiva contra la cisticercosis murina, y evidenciando su capa-

cidad inmunogénica en cerdos (Fragoso et al., 2017).
3.1 Adaptacion de callos de Carica papaya Linea transgénica C23

En el trabajo de Garcia (2015) se optimiz6 el medio nutritivo, para el establecimiento del

cultivo de callos de C. papaya de la clona 23 que expresa el péptido KETc7. Los medios de
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cultivo contenian sales de (Murashige y Skoog, 1962) al 100 % (MS) y Gamborg (B5), 30 g
L' de sacarosa como fuente de carbono, vitaminas, myo-inositol, polivinilpirrolidona (PVP)
y como agente gelificante se agrego fitagel (SIGMA); el pH se ajusté a 5.7 = 0.1. Los callos
fueron crecidos en condiciones de luz constante y oscuridad, subcultivados cada 20 dias, una
vez observando los callos que mejor crecian en este medio se les adiciono fitorreguladores
de crecimiento para evitar que se generaran embriones. Las mejores combinaciones fueron
acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D) y cinetina a diferentes concentraciones (figura 6), to-

mada de tesis de licenciatura de Garcia, 2015.

Callos inicio 20 dias después (MS) 20 dias después (B5)
de cultivo Luz constante Oscuridad

Control sin fitorre-
guladores

2,4-D/cinetina
1/1 mg L™

2,4-D/cinetina
2/2mg L

2.,4-D/cinetina
3/3mg L’

Figura 6. Efecto de los fitorreguladores 2,4-D y cinetina sobre la linea transgénica C23 de Carica papaya.

Tomado de (Garcia, 2015).
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La concentracion optima de fitorreguladores fue de (2,4-D:CIN) 2 mg L™, se continud utili-
zando el medio (B5) en condicion de oscuridad para obtener callos friables de Carica papaya
(figura 6 k). Estos callos fueron subcultivados y colocados en frascos de 250 mL, con un
volumen de trabajo de 50 mL de medio de cultivo y suplementado con PVP 3 g L™, mante-

niéndose a 25°C en condicion de oscuridad.

En el presente proyecto se planted el establecimiento del cultivo de células en sus-
pension de Carica papaya cultivo silvestre WT y la linea transgénica C23 que expresa al
péptido KETc7. Se analiz6 el crecimiento en condicion de oscuridad, determinando parame-
tros cinéticos, y se estudio su actividad nematicida contra el nematodo parasito de ovinos H.
contortus, que representa un nematodo de ovinos de gran importancia socio-econémica en

diversas partes del mundo, incluyendo México.
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4. JUSTIFICACION

En la actualidad las enfermedades parasitarias son uno de los problemas mas graves que re-
percuten en la salud humana y en la productividad en el area pecuaria. Esto se ve reflejado
principalmente en paises en vias de desarrollo y subdesarrollados, donde se han buscado es-
trategias de control y prevencion; sin embargo, no han tenido el todo éxito que se esperaba.
En la tltima década los productos quimicos utilizados para el control de enfermedades para-
sitarias y el uso indiscriminado de los antihelminticos han provocado el desarrollo de pobla-
ciones resistentes; en adicion, los residuos de estos pueden ser toxicos para organismos be-
néficos y bioacumulados en el ecosistema. México es uno de los paises con mas indice de
problemas en salud humana y pecuaria causada por parasitos como metacestodos de Taenia
solium (cisticercos) que generan enfermedades a nivel del sistema nervioso central, siendo la
causa mas frecuente de epilepsia esto ocurre también en otros paises de América Latina, Asia
y Africa. La cisticercosis se ha convertido en un grave problema de salud publica causante
de importante morbilidad y mortalidad de acuerdo con la OMS. Con respecto a la nemato-
diasis gastrointestinal en el ganado ovino H. contortus, causa graves pérdidas econdmicas
por el retraso de crecimiento del animal, desnutricion, baja conversion alimenticia y en algu-
nos casos la muerte de los animales mas afectados, generando pérdidas economicas impor-
tantes en el drea pecuaria en México y en otros paises productores de carne de ovino. Ante
estos problemas mencionados se genera la necesidad de desarrollar propuestas que permitan
prevenir el control de parasitos desde una perspectiva biotecnoldgica, que sea sostenible y
amigable con el ambiente. Por ello, se han propuestos alternativas como el uso de células
vegetales con capacidad antiparasitaria como las provenientes de C. papaya, que pueden ser

administradas de forma oral.
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5. HIPOTESIS

Las células de Carica papaya de la linea silvestre (WT) y la linea transgénica (C23) se pue-

den producir masivamente en cultivos en suspension y poseen propiedad nematicida.
6. OBJETIVO GENERAL

Optimizar el crecimiento de células en suspension de la linea silvestre (WT), y de la linea
transgénica C23 de Carica papaya que expresa el péptido KETc7, y evaluar sus propiedades

antiparasitarias.
6.10BJETIVOS PARTICULARES

¢+ Mantener subcultivos de callos de la linea WT y linea transgénica C23 de Carica papaya,

para establecer cultivos en suspension.

¢ Optimizar las condiciones de crecimiento de cultivos en suspension de la linea WT y C23

de Carica papaya.

% Realizar cinéticas de crecimiento y establecer los parametros 6ptimos para el crecimiento
de la linea WT y linea transgénica C23 de Carica papaya y por consiguiente la produc-
cion del péptido KETc7.

¢ Realizar la identificacion y cuantificacion del péptido KETc7 por ensayo de ELISA.

¢ Evaluar el cultivo de células en suspension que expresan el péptido KETc¢7 contra larvas

L4 del nematodo parasito de ovinos Haemonchus. contortus bajo condiciones in vitro.
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7. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Carica papaya
Linea no transgénica (WT)

Linea transgénica clona 23 (C23)

A\ 4

Corroboracion de la expresion del

péptido KETc7:

PCR
Electroforesis de proteinas
SDS/PAGEI-D.

7
0‘0
7
0‘0

Callos
Linea no transgénica (WT)

Linea transgénica (C23)

A

v

Establecimiento de cultivos de célu-
las en suspension de C. papaya.*

Linea no transgénica (WT)

Linea transgénica (C23)

A

Determinacion de parametros cinéti-
cos de callos y células en suspension.

% Biomasa (l, td)

% Viabilidad celular

% Cuantificacion de proteina
total

< Cuantificacion del péptido
KETc7

« *pH del medio de cultivo

« *Consumo de azucares.

Bioensayo in vitro de la biomasa de las
células en suspension, linea WT y li-
nea transgénica C23 de C. papaya con-

tra larvas L4 de H. contortus.

Obtencion de larvas Ly de H.

A

Analisis de datos obtenidos.

contortus.
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8. MATERIALES Y METODOS

8.1 Mantenimiento de callos de Carica papaya linea no transgénica (WT) y linea trans-
génica 23 (C23)

El crecimiento celular de C. papaya clona transgénica 23 (KETc7) en solido (callos) fue
establecido por Garcia, (2015) en medio de cultivo BS mas fitorreguladores, por lo que se
continud trabajando bajo las mismas condiciones. Un subcultivo de callo de la linea no trans-
génica de Carica papaya (WT) y de la clona transgénica C23, se resembro en frascos de
vidrio de 250 mL, con un volumen de trabajo de 50 mL de medio B5,3 g L' de PVP, 30 g
L' de sacarosa, fitorreguladores 2,4-D, cinetina 2 mg L', 2.8 g L'! de fitagel y 1 g de bio-

masa. Una vez resembrados los cultivos se colocaron a 25°C en condicion de oscuridad.

8.2 Establecimiento y optimizacion de células en suspension de Carica papaya linea no

transgénica (WT) y linea transgénica (C23)

Las suspensiones celulares se obtuvieron a partir de un subcultivo de callos friables de C.
papaya WT y de la clona transgénica C23, los cuales se transfirieron a matraces con bafles
laterales; cada uno con un volumen de trabajo de 100 mL de medio B5,3 g L' de PVP,30 g
L' de sacarosa a un pH 5.7, fitorreguladores 2-4, D, cinetina 2 mg L' y 3 g de biomasa. Los
matraces se mantuvieron a una velocidad de agitacion de 100 rpm, durante 20 dias. Se colo-
caron 3 matraces bafleados para WT de C. papaya y 3 matraces para la linea transgénica C23
en condicion de oscuridad resembradas cada 15 dias, para continuar con la propagacion y

aumento de biomasa.
8.3 Identificacion del péptido KETc7 en cultivos en suspension de Carica papaya
8.3.1 Electroforesis de proteinas en gel desnaturalizante (SDS-PAGE)

La expresion del péptido se confirm6 por electroforesis desnaturalizante en concentracion
12-5% poliacrilamida. La corrida electroforética se llevo a cabo a 50-75 V durante 90 min.

Una vez terminada la electroforesis el gel fue transferido a una solucion de Coomassie (25%
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isopropanol, 10% acido acético y 0.2 de azul de coomassie R-250) durante 30 min. Poste-
riormente se retir6 el coomassie y se agreg6 una solucion destefiidora (10% acido acético, 30

% Metanol, y 60% H20 grado mili-Q).
8.3.1.1 Tincion de plata

Partiendo de la solucion destenidora, se retird y se agregd etanol al 20% por 20 min. Se
realizé un lavado con H20 grado mili-Q y se agregé tiosulfito de sodio 0.2 g L. Se realiz6
nuevamente un lavado y se dejé en una solucion de nitrato plata 2 g L. Posteriormente el
gel fue revelado con una solucién de (carbonato de sodio 30 g L', formaldehido 1.4 mL L

y tiosulfito de sodio 10mg L' Finalmente, el gel fue leido en fotodocumentador.
8.4 Cinética de crecimiento de callos de C. papaya WT y linea transgénica C23

Para la cinética de crecimiento de C. papaya WT y linea transgénica C23 en callo, se utiliza-
ron frascos de vidrio con un volumen de trabajo de 50 mL de medio B5 con suplementado
con fitorreguladores 2,4-D:CIN, 2 mg L' respectivamente y 0.5 g de biomasa inicial. Se
mantuvieron a una temperatura constante de 25°C en condicion de oscuridad, durante 30 dias,
se realizaron tres repeticiones para la clona transgénica 23 y una repeticion WT de C. papaya

para cada punto (cada 5 dias).

8.5 Cinética de crecimiento de células en suspension de C. papaya WT y linea transgé-

nica C23

Para la cinética de crecimiento de células en suspension de C. papaya WT y linea transgénica
(23, se utilizaron matraces Erlenmeyer de 250 mL con un volumen de trabajo de 100 mL de
medio B5 suplementado con fitorreguladores 2,4-D:CIN 2mg L', 6 % de in6culo. Se man-
tuvieron a una temperatura constante a 25°C y velocidad de agitacion de 100 rpm, en condi-
ciones de oscuridad durante 42 dias. Se realizaron tres repeticiones de la clona transgénica.
Cada tercer dia se tomaron muestras y una repeticion para WT de C. papaya debido a que su
crecimiento es mas lento que un cultivo transformado genéticamente. Se tomaron muestras

cada 6 dias.
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8.6 Evaluacion del crecimiento celular de C. papaya WT y linea C23
8.6.1 Analisis de la biomasa (peso fresco)

Para determinar el peso fresco (PF) en callos, la biomasa se retird del medio de cultivo y se
coloco en una charola de plastico llevado previamente a peso constante y posteriormente se
peso. Para las células en suspension se filtrd la biomasa de cada matraz y se pes6 en una
balanza analitica, se tomaron 2 g de biomasa por cada punto para ser procesado, el resto de

biomasa se congeld y almacen6 a -70°C para su posterior analisis.
8.6.2 Analisis de la biomasa (peso seco)

La biomasa congelada se liofilizo por 72 h por cada muestra, hasta llegar a peso constante y
se pesoO en una balanza analitica. Con los datos obtenidos se calculo la media y desviacion
estandar, se realizaron las graficas correspondientes a las cinéticas de crecimiento peso fresco
(PF) y peso seco (PF) en funcién del tiempo. A partir de estés se calculd la velocidad espe-
cifica de crecimiento celular (p) y el tiempo de duplicacion (td) de las células mediante las

siguientes ecuaciones.

Velocidad especifica de crecimiento ()

Donde:

p=Ln[ Xr 1

X . u: Velocidad especifica de crecimiento
i

Xi: Biomasa inicial
X¢: Biomasa final

ta=Ln2 .

— t: Tiempo
u

ta: Tiempo de duplicacion

Ln2: Logaritmo natural de 2

8.7 Determinacion de pH del medio

Para determinar el pH del medio de cultivo de ambas lineas celulares durante la cinética, se

utilizé el potenciometro Orion modelo 4110A.
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8.8 Viabilidad celular de C. papaya WT y linea C23

Se determin6d de manera indirecta a través de la integridad de la membrana, utilizando la
técnica de Diacetato de fluoresceina (DAF) (Wildholm, 1972). Para preparar la solucion, se
pesaron 5 mg de DAF y se disolvieron en 1 mL de acetona, almacenandose a 4°C. Una ali-
cuota de 0.1 mL del stock se adiciono a 5 mL de agua desionizada. Posteriormente, se toma-
ron 500 pL de esta ultima dilucion y se mezcld con una muestra de callo o en 500 pL para
suspension celular, se dejo reposar por 1 min, después se tomaron 50 pL y se coloco en un
portaobjetos para ser observada al microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse E 400, Super

high pressure mercury lamp, Modelo HB-10103AF).
8.9 Cuantificacion de azicares totales del medio de C. papaya WT y linea C23

Para la cuantificacion de azicares totales de C. papaya WT y linea transgénica C23 se deter-
minaron las concentraciones de sacarosa, glucosa y fructosa en el medio de cultivo. Se reali-
zaron curvas de calibracion de los azucares (sacarosa, glucosa y fructosa) para determinar la
concentracion utilizando High Performance Liquid Chromatography (HPLC) con el equipo
(Waters 7117 plus Autosampler). Se utilizd una columna amino UGS80, tamafio 5 um (4.6
mml x 150 mm). Las condiciones fueron: fase movil (80:20), acetonitrilo: agua grado HPLC

y un flujo de operacion de ImL/min a 25°C.
8.10 Cuantificacion del péptido KETc7 de C. papaya linea transgénica C23

8.10.1 Extraccion de proteina de cultivos de callos y células en suspension de Carica

papaya linea transgénica C23

Para la extraccion del péptido KETc7 de cultivos de C. papaya de callo y células en suspen-
sion de la linea transgénica C23, se utilizo el buffer de extraccion (Franklin Scott et al., 2002):
750 mM Tris HCI, 15 % Sacarosa, 100 mM B-mercaptoetanol, 1 mM fluoruro de fenilmetil-
sulfonilo (PMSF). A la muestra previamente congelada se le afiadieron 500 pL de buffer de
extraccion frio por cada 50 mg aprox. La muestra se macerd en un mortero (frio) mezclando
con el buffer. Al terminar se pasoé a tubos de 1.5 mL, se agité durante unos minutos, se cen-

trifugd por 20 min a 8000 rpm a 4°C, se colecto el sobrenadante y se almaceno a -70°C.
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8.10.2 Cuantificacion de proteinas del cultivo de callos y células en suspension de C.

papaya WT y C23 por el método de Lowry

Para la cuantificacion de proteina total de los extractos obtenidos de los cultivos de callos y
células en suspension de C. papaya, se realiz6 mediante el método de Lowry (Lowry et al.,

1951).
8.10.3 Ensayo de Elisa para cuantificar el péptido KETc7

Se realizaron ensayos de Elisa, se utilizaron los extractos de C. papaya WT y linea transgé-
nica C23 por triplicado (C23.1(0-30)), (C23.2(0-30)), (C23.3(0-30)), la concentracion utilizada de
los extractos fue 1 pug/pozo de proteina total. Se utilizaron dos sueros el normal de raton y el
suero obtenido de la inmunizacién en ratones (suero policlonal). Se utiliz6 la proteina recom-
binante como control positivo a una concentracion de 500 ng. Para realizar este ensayo, pri-
mero se realizo la sensibilizacion con los extractos en buffer de carbonatos pH 9.6, durante
toda la noche a 4°C, al dia siguiente se lavd 4 veces con PBS-Tween 0.3 %. Se bloqued con
PBS-BSA 1 % Tween 0.3 % 200 puL por pozo por 1 hora a 37°C, se lavo 4 veces con PBS-
Tween 0.3 %. Se agrego el suero de ratén y anti KETc7 una dilucion 1:150 en PBS-BSA 1
% Tween 0.3 %, 100 puL por pozo por 1 hora a 37°C, se lavo 4 veces con PBS-Tween 0.3 %.
y se agreg6 el anticuerpo conjugado: Zymax Goat anti-IgG (H+L) de raton-HPR (peroxidasa)
una dilucion 1:5000 en PBS-BSA 1 % Tween 0.3 %, 100 uL por pozo por 1 hora a 37°C, se
lavo 4 veces con PBS-Tween 0.3 %. Se agrego6 el sustrato TBM 100 pL por pozo a tempe-
ratura ambiente. La reaccion se detuvo con H2SO4 0.2 M 100 pL por pozo y se realizé lectura

a 450 nm.

8.11 Evaluacién in vitro de la Xps de la linea transgénica C23 contra larvas L4 del ne-

matodo parasito Haemonchus contortus
8.11.1 Produccion de larvas infectantes de H. contortus

Para obtener larvas infectantes (L3) de H. contortus, se seleccion6 un ovino libre de parasitos.
El ovino fue infectado via oral con 350 larvas (L3) por Kg de peso, fue mantenido bajo con-
diciones controladas de alojamiento y alimentacion en el Laboratorio de Helmintologia CE-

NID-SAIT, INIFAP. A los 21 dias después de la infeccion se recolectaron las heces en donde
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estan almacenados los huevos con ayuda de una palangana, y se prepararon medios de cultivo
con condiciones adecuadas para la obtencion de larvas infectantes. A los 7 dias de incubacion

se recuperaron las larvas por la técnica de embudo Baermann (Casillas, et al., 2008).
8.11.2 Desenvaine de larvas infectantes L3 de H. contortus

Para desenvainar las larvas (L3) se utilizé hipoclorito de sodio comercial al 6 %; se prepararon
10 mL a 0.187 % donde las larvas fueron resuspendidas por 9 min. Después se realizaron 4
lavados con agua destilada y se centrifugd durante 1 min a 2500 rpm entre cada lavado para
eliminar el hipoclorito de sodio. Una vez lavadas las larvas, se recuper6 el pellet formado en

tubos Falcon de 15 mL.
8.11.3 Mantenimiento de desarrollo larvas infectante L3 en larvas L4 de H. contortus

Después de recuperar las larvas L3 se continu6 con el desarrollo in vitro, se mantuvieron en
incubadora bajo condiciones controladas a 37 °C en solucion salina de Hanks, adicionando
con 8 pL de eritrocitos con 5 % de COz, aireacion y cambio de medio cada tres dias hasta

obtener el estadio La.
8.11.4 Preparacion de antihelmintico Ivermectina

La ivermectina grado analitico (18898-1G. MKBZ1802V) fue obtenida de SIGMA-AL-
DRICH (México). Se prepard una solucion stock de ivermectina a una concentracion de 10
mg/mL en una solucién de triton 100x y etanol grado analitico al 2.0 % y 98 %, respectiva-
mente. De esa solucion se dejo evaporar el etanol, quedando disuelto en su totalidad el far-

maco, se agregd agua destilada para ajustar el volumen, quedando a la concentracion deseada

(Reyes, et al., 2017).

8.11.5 Preparacion de biomasa de la linea WT y linea transgénica C23 C. papaya

Se utilizaron las muestras obtenidas en la cinética de crecimiento y previamente liofilizadas,
se pesO de cada muestra 1mg y se disolvié en 1 mL de PBS pH 7.4. Posteriormente se cen-

trifugo a 3500 rpm por 10 min, se recuper6 el sobrenadante y se almaceno a -20°C.
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8.11.6 Confrontacion de la biomasa Xps de la linea transgénica C23 contra larvas L4 del

nematodo H. contortus

Para la evaluacion de la actividad nematicida de la biomasa de la linea transgénica C23 contra
larvas L4 de H. contortus, se analizaron 4 muestras de WT (0, 12, 30, 42 dias de crecimiento)
de C. papaya y 15 muestras de biomasa C23 (0,3,6,9,12,15,18,21,24,27,30,33,36,39,42 dias
de crecimiento). Se utilizaron placas de microdilucion de 96 pozos (figura 7). Se preparo
cada muestra a una concentracion de 1 (mg/mL) diluida en PBS pH 7.4. Se coloc6 un pro-
medio de 100 larvas L4 en 20 pL y 80 pL. de cada muestra en un volumen final de 100 pL
por pozo. Se utilizé6 como control muestras WT de C. papaya, PBS pH 7.4 y medio Hanks;
como control positivo ivermectina grado analitico a una concentracion de (5 mg/mL). Se
realizaron 6 pseudoréplicas para cada tratamiento (muestra), las placas se cubrieron y se in-
cubaron por 72 h a una temperatura de 37+1°C. Posteriormente se realizo la lectura, se ana-
liz6 la viabilidad de las larvas con un microscopio Digital/Digi 2, 15000 Labomell (10X)

para determinar el porcentaje de mortalidad.

Figura 7. Bioensayo de la biomasa de C. papaya C23 contra larvas L4 de Haemonchus contortus.
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8.12 Analisis estadistico

Para realizar la estadistica descriptiva de los datos obtenidos y los subsecuentes analisis se

utiliz6 el programa SAS V9.

Para el estudio de la cinética de crecimiento y cuantificacion de proteina total de la linea
transgénica C23 se realizaron 3 repeticiones de cada muestra, el analisis estadistico que se
llevo a cabo fue un disefio completamente al azar. Adicionalmente se realizé la prueba com-
plementaria de Tukey con un nivel de significancia de 0.5 para comprobar diferencias signi-

ficativas entre los dias de cultivo.

Para determinar el porcentaje de mortalidad en el bioensayo de confrontacién se calculé me-

diante la siguiente formula:

X testigo - X tratado

% de mortalidad de larvas infectantes = X testigo x100

Para analizar los datos obtenidos en porcentaje de mortalidad se les realiz6 transformacion
angular (arco-seno), la cual se utiliza para valores expresados en porcentajes o proporciones.
Para transformar los datos se obtiene el arco seno (inverso del seno) de la raiz de la propor-
cion (ar coseno p ), siendo p el valor proporcional de los datos originales (los porcentajes

deben dividirse entre 100).

Para larvas de H. contortus:

Yijk = p +Tratamientoi + Concentracionj + Nematodo + Error

Donde:

Yijk= Variable respuesta % de mortalidad.

p= Media general.

Tratamientoi= Efecto del tratamiento (Biomasa liofilizada de C. papaya) WT o C23

Error = Error modelo

Adicionalmente, también se realiz6 la prueba complementaria de Tukey con un nivel de sig-
nificancia de 0.5 para comprobar diferencias significativas entre los dias de cultivo de la

biomasa.
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9. RESULTADOS

9.1 Mantenimiento y propagacion de biomasa de Carica papaya
9.1.1 Callos celulares de C. papaya linea WT

Para mantener vivos los cultivos celulares éstos fueron subcultivados en medio (B5+2,4-
D:CIN) 2mg L' como se indicé en la metodologia. Después de haber realizado 2 resiembras,

se obtuvieron callos de color beige, textura blanda y consistencia friable (figura 8 d), con

esas caracteristicas los cultivos estaban listos para iniciar las suspensiones celulares.

Figura 8. Crecimiento de callos WT de C. papaya. a) inoculo, b) dia 1, ¢) dia 16, d) dia 20.

9.1.2 Callos celulares de C. papaya linea transgénica C23

Los cultivos de callos de la linea transgénica C23 fueron propagados y después de 2 subcul-
tivos se obtuvieron callos de consistencia friable para el establecimiento de suspensiones

celulares (figura 9 d).

Figura 9. Crecimiento de callos de linea transgénica C23 de C. papaya. a) inoculo, b) dia 1, ¢) dia 16, d) dia %%



9.1.3 Células en suspension de C. papaya linea WT

Para establecer los cultivos en suspension, se inicié con la disgregacion de callos en medio
liquido (B5+2,4-D:CIN) 2 mg L utilizando matraces con bafles laterales (figura 10 bf), los
cuales permiten la disgregacion de callos y favorecen el crecimiento individual de las células.

Al cabo de 30 dias se transfirieron los cultivos a matraces Erlenmeyer puesto que se tenia

alta disgregacion (figura 10 d).

Figura 10. Cultivo de células en suspension de la linea WT de C. papaya. a) inoculo, b) cultivo 12 dias, ¢) cultivo

30 dias, d) cultivo homogéneo 8 semanas.

9.1.4 Células en suspension de C. papaya linea transgénica C23

Para establecer los cultivos en suspension se realizo el proceso de disgregacion de callos en
medio liquido (figura 11 b, c), después de 20 dias los cultivos se transfirieron a matraces
Erlenmeyer. La alta friabilidad que presentaron los callos (figura 11 a) garantiza una suspen-
sion celular altamente fina y disgregada, favoreciendo asi el crecimiento individual de las

células (figura 11 d).

Figura 11. Cultivo de células en suspension de la clona transgénica 23 de C. papaya. a) inoculo, b) cultivo

12 dias, ¢) cultivo 20 dias, d) cultivo homogéneo 8 semanas.



9.2 Corroboracion de la expresion del péptido KETc7 en cultivos en suspension de Ca-

rica papaya

Una vez establecido el cultivo de células en suspension de la clona transgénica C23 KETC7
de C. papaya, se procedi6 a corroborar la presencia del transcrito del péptido KETc7. Estos
experimentos fueron realizados por la Dra. Marisela Hernandez, en el Departamento de In-
munologia del Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM. Para ello, se realiz6é un Po-
limerase Chain Reaction (PCR), En el carril 6 y 7 de la figura 12 se observa el fragmento
esperado que corresponde con el fragmento del inserto en el carril 10. De esta manera se
corrobora la insercion del inserto KETc7/pUI235 en los cultivos de células en suspension al

tiempo 0 y a los 10 dias de crecimiento (figura 12).

1114pb
900pb
692pb
501pb
489pb
404pb
320bp
242pb
190pb
147pb
124pb

Figura 12. Gel 1.5% TBE 1X. En el carril 1. PM VIII, 2. Primer, 3. Fruto 3186, 4. WT, C. papaya, 5. WTo
C. papaya, 6. C23, C. papaya, 7. C23;, C. papaya, 8. ADN genomico de T. Crassiceps,9. ADN gendémico
de T. solium
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La identificacion del péptido KETc7 en el cultivo de células en suspension linea transgénica
C23 (0 y 10 dias de crecimiento), se realizdo mediante electroforesis en gel de poliacrilamida
con la muestra desnaturalizada, la cual generd una banda con un peso molecular de 14.5 kDa
aproximadamente (figura 13). Esto confirmé la expresion del péptido en los cultivos en sus-

pension de la linea transgénica C23.
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5. C230H
6. C2310H
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Figura 13. Electroforesis SDS/PAGE1-D. En el carril 1. PM, 2. Vacio, 3. C23, 4. C231, 5. C23, 6.
C230, 7. WT C. papayao, 8. WT C. papayaio, 9. WT C. papayauo.

9.3 Evaluacion de crecimiento de callos de C. papaya WT y linea transgénica C23

Para establecer las condiciones de crecimiento celular y analisis de produccion del péptido
KETc7, se realizaron cinéticas de crecimiento de callos WT y linea transgénica C23. Cabe
resaltar que los datos reportados a continuacion solo se expresaron en peso fresco (Xpr),
puesto que el inoculo inicial fue de 0.5 g y la biomasa obtenida fue utilizada para analisis
posteriores. Los resultados de la cinética mostraron que al dia 30 del cultivo, la linea WT
presentd un crecimiento celular de 0.095 gy la linea transgénica C23 un crecimiento celular
de 0.092 g, siendo que la obtencion de biomasa podria estar asociado directamente al tamafio
del inoculo. EI comportamiento cinético de ambas lineas de callos mostré una fase de creci-

miento exponencial entre el dia 10 al dia 30. Debido a que el agregado celular no estuvo en
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contacto directo con los nutrientes, se consideré como un crecimiento lento y limitado por el
medio de cultivo sélido. Por lo que el tiempo establecido de la cinética no fue suficiente para
determinar la velocidad especifica de crecimiento y tiempo de duplicacion, pues a este tiempo
no se visualizo el inicio de la fase estacionaria la cual era requerida para determinar los pa-

rametros antes mencionados (grafica 1).
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0-4 L] L] L) L] L] L}
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Grafica 1. Curvas tiempo-concentracion de biomasa cultivo de callos de C. papaya.

Las caracteristicas morfoldgicas de los cultivos celulares de C. papaya WT y C23 observadas
al microscopio de epiflourescencia mostraron la viabilidad celular como se indica en la (fi-
gura 14 b, d). Principalmente se observaron células con morfologia alargada en forma de
cadena. Esta ha sido descrita por Curtis y Emery., 1993 relacionado con las caracteristicas

del medio de cultivo para al menos 10 especies vegetales cultivadas in vitro.

Figura 14. Morfologia y viabilidad celular de callos WT y linea transgénica C23 de C. papaya. a, ¢) Campo

claro 10X, b, d) Campo oscuro 10X (Fluorescencia). 34



9.3.1 Viabilidad celular de los callos de C. papaya de las lineas WT y C23

La viabilidad celular desde el inicio de la cinética se mantuvo arriba del 85% alcanzando al
dia 10, el 100%, tiempo que corresponde con el inicio de la fase exponencial para ambas

lineas celulares de C. papaya. Esta viabilidad se mantuvo hasta el dia 30 (grafica 2).
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1.04 A i 3100 (Xer).
—* =1 WT
=i 0.8- & - 80 - Linea transgénica C23.
g — =
= /% < Viabilidad.
=
% 0.6 / 60 S wr
=y £
= = Linea transgénica C23.
0.4 - 40
0.2 T T T T T 20
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Grifica 2. Curvas de crecimiento celular y viabilidad celular de callos de C. papaya.

Uno de los parametros cinéticos mas importantes de este proyecto fue determinar la concen-
tracion de proteina producida por las lineas celulares de C. papaya. En la grafica 3 se puede
observar la concentracion de proteina con respecto al tiempo, donde al inicio de la cinética
la concentracion de proteina total para C. papaya WT fue de 485.52 mg y al dia 30 disminuyo
a380.52 mg y para la clona transgénica C23 al dia cero fue de 366.72 mg y al dia 30 aumento
a 379.58 mg. Esta variacion posiblemente se debe a que la cuantificacion se realizo a partir

de células en peso fresco.
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Grafica 3. Curvas tiempo-concentracion de biomasa y proteina total de callos de C. papaya.

9.3.2 Cuantificacion del péptido KETc7 por ELISA

Para cuantificar el péptido KETc7 en la linea transgénica C23 de C. papaya se realizaron
ensayos de Elisa. En la grafica 4 se observa que en el triplicado de todos los tiempos evalua-
dos de la cinética, la densidad Optica fue similar a la densidad de los callos WT de C. papaya,
por lo que no fue posible cuantificar el péptido KETc7, a pesar de que se utilizaron anticuer-
pos especificos. Posiblemente la expresion del péptido se encontraba por debajo del limite

de deteccion del ensayo de Elisa.
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Griafica 4. Ensayo de Elisa; extractos de proteina de callos de Carica papaya WT y linea transgénica C23.
36
C23.1 (0-30), C23.2(o.3o), C23.3(o.30)).



9.4 Parametros cinéticos de las células en suspension de C. papaya WT y C23

El objetivo principal de este proyecto fue establecer un cultivo transgénico de células en
suspension de C. papaya WT y de la linea transgénica C23, en el medio selectivo (BS) antes
detallado. Se establecio la cinética de crecimiento por 42 dias, donde se analizaron los para-
metros cinéticos de velocidad de crecimiento celular, tiempo de duplicacion, viabilidad, pH
del medio de cultivo, consumo de azucares totales y concentracion de proteina total, asi como

actividad biolégica contra el nematodo parasito de ovinos.

En la grafica 5 los resultados muestran el crecimiento celular de la linea WT de C.
papaya en la que se determind una fase de adaptacion hasta el dia 6 y posteriormente una
fase de crecimiento exponencial que termino al dia 30, seguida de una fase estacionaria por
seis dias y finalmente a partir del dia 36 el deceso del cultivo. El valor médximo de biomasa
fue de 10.12 gps L' y se obtuvo al dia 30 del cultivo, lo que representé un incremento de 4.1
veces el tamafo del indculo inicial. El cultivo WT presenté un tiempo de duplicacion de

13.01 dias y una n=0.05 d’'.

La linea transgénica C23, al dia 6 de su crecimiento present6 la fase de adaptacion a
las condiciones establecidas (Grafica 5). Posteriormente, se observo el inicio de la division
celular la llamada fase de crecimiento exponencial, la cual termin6 al dia 15 y continu6 la
fase estacionaria por tres dias. A partir del dia 18 empez6 el deceso del cultivo debido a que
al alcanzar el nimero maximo de células, se produjo un rapida lisis y la liberacion de los
componentes al medio de cultivo, que pudieron ser usados para el mantenimiento de las cé-
lulas sobrevivientes (Caballero y Cardina., 2006), Sin embargo, como consecuencia del con-
sumo y limitacién de nutrientes en el medio de cultivo, la fase de muerte se dio hasta el dia
42. El valor maximo de biomasa fue de 14.36 gps L™ y se obtuvo al dia 15 del cultivo, lo que
representd un incremento de 5.4 veces el tamaiio del indculo inicial. Este cultivo present6 un

tiempo de duplicacion de 6.9 dias y una u=0.10 d\.
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Cabe destacar que, durante la cinética el crecimiento de las células WT fue més lento
en comparacion con la linea transgénica C23. Ambos cultivos formaron pequefios agregados

y en la fase de muerte las lineas celulares tuvieron una coloracién més oscura.
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Grafica 5. Curvas tiempo-concentracion de biomasa de C. papaya, cultivo de células en suspension WT y

linea transgénica C23.

En la tabla 2 se observan las concentraciones de biomasa de la linea transgénica C23, obte-
nidos de la cinética de crecimiento con respecto al tiempo. Como se puede observar del dia
0 al dia 6 hubo cambios significativos, debido al crecimiento y division celular, mientras que
para el dia 12 al 21 no los hubo, ya que las células iniciaron la fase estacionaria y agotaron
la fuente de nutrientes. Del dia 2 al 42 nuevamente se presentaron diferencias significativas

por la deficiencia de nutrientes provocando la muerte celular.
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Tabla 4. Crecimiento celular (Xps) de C. papaya linea transgénica C23, promedio y desviacion estandar.

C23 C. papaya-tiempo del cultivo (dias) Promedio
X+DE

C23-0 2.63+0.35 h
C23-3 4.95+0.26 fg
C23-6 5.75+0.70 fg
C23-9 10.50+0.64 bc
C23-12 13.36+0.33 a
C23-15 14.36+0.72 a
C23-18 14.29+0.37 a
C23-21 13.36+0.36 a
C23-24 10.91+0.56 b
C23-27 10.44+0.61 bc
C23-30 9.86+0.97 bc
C23-33 9.14+0.10 bed
C23-36 8.48+0.56 cde
C23-39 7.0£0.42 def
C23-42 6.6+£0.34 ef

Los valores representan la media de tres muestras + desviacion estandar. Letras iguales en la misma co-

lumna indican que los valores no difieren estadisticamente, segun prueba de Tukey.

9.4.1 Analisis cinético del pH en el medio de cultivo

El pH juega un rol muy importante por lo que debe ser monitoreado, ya que su papel funda-
mental radica en evitar el rompimiento de las funciones de la membrana celular o la alteracion
del pH del citoplasma celular. El medio de cultivo tiende a acidificarse en las primeras horas,
conforme progresa el cultivo este descenso es oscilante. Esto se debe porque las células to-
man el amonio NH4 "y expulsan al medio los iones H, por lo tanto, el pH del medio des-
ciende, lo que ralentiza la asimilacion NH4"y aumenta la de iones NO3", expulsandose al
medio iones OH" y por tanto aumentando el pH. En la grafica 6 se muestran las curvas de la
biomasa peso seco (Xps) y pH contra tiempo. El pH del medio es ajustado a 5.7 antes de
autoclavar, pero descendi6 durante la esterilizacion, probablemente debido a las reacciones
entre los compuestos del medio al calentarlo. El comportamiento del pH de ambas lineas

celulares tiene una tendencia similar. Aunque cabe destacar que el pH de C. papaya WT al
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dia 6 descendid hasta 4.71 en comparacién con la linea transgénica cuyo valor fue de 5.75.

Posteriormente, el pH aument6 para permanecer entre 5.5-6.5 desde el dia 6 al dia 42.
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Grifica 6. Curvas tiempo-concentracion de biomasa y pH de C. papaya WT y linea transgénica C23 al dia 42

de la cinética.

9.4.2 Viabilidad celular

La viabilidad celular es crucial para la optimizacion de los cultivos en suspension, pues con-
firma la integridad de las células y corroborara que se mantengan viables durante la cinética
de crecimiento. Con respecto a la viabilidad celular para C. papaya WT esta fue del 90% al
inicio de la cinética y a partir del dia 12 el 100% de viabilidad que se mantiene hasta el dia
36, posteriormente descendio a valores de 90% al dia 42 (grafica 7). Curtis y Emery, 1993
han reportado que las células presentes en los cultivos en suspension mostraron principal-
mente una morfologia alargada, aunque también algunas presentaron geometria esférica o

isodiamétrica, lo cual se corrobora en nuestro trabajo.

Para la linea transgénica C23 las células mostraron fluorescencia verde a los escasos segun-
dos de ser observadas bajo el microscopio de epiflourescencia, indicando que estaban vivas,
(figura 15 a, b). Al dia 12 la viabilidad celular también fue del 90% y en la etapa de creci-
miento exponencial se visualizaron células que se encontraban en division celular (figura

15b).
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Esta viabilidad celular descendio a la par que la biomasa (Xps), lo que indica el deceso

del cultivo, exactamente al dia 36 la fluorescencia disminuy¢6 al 78% (figura 15¢) y final-

mente al dia 42 se observo solo el 40%, lo que representa la muerte celular (grafica 7).

Figura 15. Viabilidad de células en suspension de C. papaya linea transgénica C23) dia 9, b) células en division
dia 12. ¢) dia 36.
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Grafica 7. Curvas tiempo-concentracion de biomasa y viabilidad de células en suspension de C. papaya WT

y linea C23 al dia 42 de la cinética.

9.4.3 Consumo de azucares en el medio de cultivo

Se realizo el analisis del consumo de azlcares para determinar su comportamiento durante la
cinética de crecimiento, se utilizaron los estandares sacarosa, glucosa y fructosa y se obtu-

vieron curvas de calibracion (Graficas 8 a, b, ¢).

41



Area

Se determind el tiempo de retencion (tr) de cada uno de los azucares analizados, sacarosa (tr:

9.4 min), glucosa (tr:6.2 min) y fructosa (tr: 5.0 min).
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Grafica 8. Curvas de calibracion para azlicares. a) sacarosa, b) glucosa, c) fructosa.

Se determind el patron de consumo de azucares mediante la cuantificacion de sus concentra-

ciones durante los 42 dias. Las enzimas que se encuentran en la pared celular de las células

vegetales (invertasas) son las responsables de hidrolizar la sacarosa del medio de cultivo en

glucosa y fructosa. En la grafica 9 se observa que la sacarosa fue hidrolizada completamente

al dia 15, tiempo que corresponde con la maxima produccion de biomasa (14.36 gps L.

Posteriormente, se observo el consumo total de la glucosa al dia 27 y la fructosa al dia 33

tiempo en el cual las células ya se encontraban en fase de muerte.
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Grafica 9. Curvas tiempo-concentracion de biomasa y consumo de azlcares (sacarosa, glucosa y fructosa) de

células en suspension de C. papaya C23.

9.4.4 Concentracion de proteina total

Se analizo6 la concentracion de proteina total con respecto al tiempo de la cinética de creci-
miento. En la grafica 10 se observa que la produccion de proteina estd relacionada con el
crecimiento celular, puesto que al dia 15 se obtuvo una concentracion maxima de biomasa
de 14.36 gps L' y al mismo tiempo también se obtuvo la concentracion mas alta de proteina

de 55.06 g L' con un rendimiento de 3.85 g L.
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Grifica 10. Curvas tiempo-concentracion de biomasa y produccion de proteina total de C. papaya, linea transgé-
nica C23
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Sin embargo, a pesar de los intentos realizados para la cuantificacion del péptido KETc7 en
la cinética de callos, los anticuerpos fueron limitantes para intentar cuantificar el péptido en

la cinética de células en suspension.

En la tabla 5 se observan las concentraciones de proteina total de C. papaya linea transgénica
C23, obtenidos en la cinética de crecimiento con respecto al tiempo. Como se puede observar
del dia 0 al dia 6 hubo cambios significativos, pues el cultivo se encontrd en crecimiento
activo, mientras que para el dia 12 al 21 no los hubo, pues la biomasa celular se mantuvo en
la fase estacionaria. En los dias 24 al 42 nuevamente se presentaron diferencias significativas

pues las células se encontraban en la muerte celular.

Tabla 5. Concentracion de proteina total de C. papaya linea transgénica C23, promedio y desviacion estdndar

C23 C. papaya-tiempo del cultivo (dias) Promedio
X+DE

C23-0 11.06+£0.35 1
C23-3 19.31+0.26 jk
C23-6 22.04+0.70 hijk
C23-9 43.19+0.64 b
C23-12 51.75+0.33 a
C23-15 55.06+£0.72 a
C23-18 53.88+0.37 a
C23-21 52.04+0.36 a
C23-24 53.35+0.56 b
C23-27 41.584+0.61 b
C23-30 37.90+0.97 bede
C23-33 34.81+£0.10 cde
C23-36 32.59+0.56 def
C23-39 26.57+0.42 fghi
C23-42 25.33+0.34 ghij

Los valores representan la media de tres muestras + desviacion estandar. Letras iguales en la misma columna

indican que los valores no difieren estadisticamente, segin prueba de Tukey.

9.5 Confrontacion de la biomasa de C23 KETc¢7 contra larvas L4 de H. contortus

Debido al potencial de utilizar células transgénicas para la produccion de la vacuna S3Pvac,

en este trabajo se plante6 la evaluacion de la biomasa de células en suspension que expresan
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el péptido KETc7 contra H. contortus nematodo parésito de ovinos. A continuacion, se mues-

tran los resultados del bioensayo de la confrontacién de la biomasa de C. papaya WT y linea

transgénica C23 contra larvas L4 de H. contortus a las 72h post confrontacion (tabla 6).

Tabla 6. Porcentajes mortalidad de larvas L4 sin vaina de H. contortus por efectos de la biomasa C23, obtenida

a partir de células transgénicas de C. papaya.

Tratamiento Promedio % de Mortalidad de
Concentracion 1mg/mL X+DE larvas
H. contortus (72 h)
Controles
PBS 9.34+9.48 15.82¢
HANKS 0.93+0.92 4384
IVM* 55.07+7.28 47.942
Biomasa-tiempo de cultivo
WT-0 1.84+3.14 5.06¢
WT-12 3.11+4.46 6.71¢
WT-30 4.48+6.53 8.20¢
WT-42 7..03+5.49 13.70¢
C23-0 16.51+18.32 17.52b¢d
C23-3 41.57+4.73 40.13?
C23-6 47.71£10.31 41.89?
C23-9 40.18+14.03 39.27°
C23-12 49.25+10.03 44 .59
C23-15 43.01+13.62 40.86°
C23-18 37.31+14.17 43.18?
C23-21 46.45+6.11 42 .95
C23-24 47.46+14.35 44242
C23-27 40.82+22.58 36.27%
C23-30 33.14+14.10 34.80%¢
C23-33 23.52+13.31 33.232b¢
C23-36 32.93+15.32 34.40%¢
C23-39 34.04+14.32 35.19%¢
C23-42 34.15+12.58 35.45%

*Concentracion de Smg/mL. Letras iguales en la misma columna indican que los valores no difieren es-

tadisticamente, segin prueba de Tukey n=6 (seis pozos); 10 alicuotas por cada pozo.

Se puede observar que la biomasa de C. papaya WT a los 42 dias de cultivo, provocéd un

porcentaje de mortalidad de larvas L4 del 13.70% y en tanto que la linea transgénica C23 a
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los 12 dias provoco un porcentaje de mortalidad de larvas L4 de 44.59%, esto a una concen-

tracion de Img/mL.

En la tabla 7 se muestran las fotografias mas relevantes de las alteraciones morfologicas
comparadas con el grupo control, larvas L4 de H. contortus contra la biomasa de C. papaya,
asi como los controles utilizados. En el control Hanks y en la biomasa WT a los 12 dias no
se observd ningun dafio como se muestra en la tabla de fotografias 7 a, c. En la fotografia 7
b se muestra la accion de la ivermectina provocando la muerte de las larvas en un promedio
de 72 h. En la fotografia d se visualizan los dafios encontrados en H. contortus después de 72
h de exposicion in vitro con la biomasa de la linea transgénica C23 a los 12 dias de cultivo.
Se observo en las larvas L4 una ligera deshidratacion, presentaron dafio considerable en la
parte media y posterior, asi como la desintegracion en organos internos. En algunos casos
también se encontraron roturas evidentes en su cuticula, por donde hubo liberacion de 6rga-
nos como se muestra en la fotografia 7 e. Cabe destacar que el estadio evaluado fue el estadio
L4, en el cual ya ha desarrollado su cavidad oral y puede comenzar su papel hematéfago dando
potencialmente riesgos de anemia los cuales pueden llevar a la muerte del animal. Sin em-
bargo, al ser expuestas contra la biomasa de la linea transgénica C23, se cree que estas larvas
L4 se alimentan de la biomasa generando dafios en 72 h de exposicion. Estos resultados indi-
can accion directa en los o6rganos internos y sobre la cuticula de las larvas de H. contortus
evaluadas in vitro. Estos resultados y a la capacidad nematicida en el estadio L4 de H. con-
tortus subrayan el potencial del uso de células transgénicas de C. papaya que expresan el

péptido KETc7.
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Tratamiento Haemonchus contortus
Control Medio Hanks
Control Ivermectina
Biomasa WT C. papaya
(12 dias)
Biomasa C23 (KETc7)
(12 dias)

Tabla 7. Fotografias de larvas L4 de H. contortus contra la biomasa de la clona 23 KETC7 de C. papaya. a7



10. DISCUSION

Es importante mencionar que el presente estudio se derivd de un trabajo previo, donde se
establecieron las condiciones de cultivo in vitro para obtener callos de aspecto friable, la linea
WT vy linea transgénica C23 de C. papaya. El principal interés fue establecer cultivos de
células en suspension y su propagacion. Para ello se determinaron los parametros cinéticos a
nivel matraz, mediante la realizacion de cinéticas de crecimiento. Los resultados de este tra-

bajo aportan informacion valiosa para continuar con el proceso de escalamiento.

10.1 Cinética de crecimiento de callos de C. papaya WT y linea transgénica C23

Las células de los callos al inicio de la cinética sufrieron un aumento y decremento de bio-
masa hasta iniciar con un crecimiento acelerado denominado, crecimiento exponencial,
donde ocurre la division celular e incremento de biomasa. Para los callos de la linea transgé-
nica C23, se observd un comportamiento exponencial a partir del dia 10 al dia 30. No se
observo fase estacionaria, debido al tiempo establecido de la cinética. Una cinética de 30 dias
no fue suficiente para determinar la velocidad especifica de crecimiento y el tiempo de du-
plicacion para ambas lineas. La concentracion de proteina al inicio de la cinética fue mas
alta, lo cual podria tener relacion con una respuesta celular de estrés osmético al que se ven
sometidas las células en el momento de la resiembra. Con respecto a la viabilidad celular
para ambas lineas, ésta se mantuvo en 100% hasta el dia 25. Se corrobor? la presencia del
transcrito y la identificacion del péptido KETc7 por electroforesis de proteinas en el cultivo
de callos. Aunque la cuantificacion del péptido no fue posible, talvez porque la concentracion
del péptido se encontraba por debajo del limite de deteccion del ensayo de Elisa. En este
contexto Daniel et al., 2001 ha reportado bajos niveles de expresion de proteinas (antigenos)
en diferentes especies de plantas transgénicas, los parametros cruciales a resolver son la ex-

presion proteica, nivel de acumulacion y estabilidad (Desai et al., 2010).
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10.2 Cinética de crecimiento de células en suspension de C. papaya WT y linea transgé-

nica C23

En la curva elaborada a partir de la determinacion del peso seco de las células en suspension
se observo una fase lag de seis dias para ambas lineas celulares. Este comportamiento coin-
cide con lo reportado en la literatura, en la fase lag las células se encuentran en un proceso
de adaptacion a las condiciones nutricionales del medio (Shigeta et al., 1996). Sin embargo,
el tiempo puede variar dependiendo de la especie como es el caso de Uncaria tomentosa,
donde su fase lag fue de nueve dias (Sdnchez y Alvarenga., 2014). La determinacion del
tiempo de la fase lag en ambas lineas fue un dato relevante, ya que puede deberse a que las
células provienen de cultivos que fueron mantenidos bajo las mismas condiciones experi-

mentales (medio de cultivo, agitacion y condicion de oscuridad).

El cultivo de la linea WT present6 una velocidad especifica de crecimiento de 0.05
d !y un tiempo de duplicacién de 13.01 dias. Mientras que la velocidad especifica de creci-
miento alcanzada por los cultivos de la linea transgénica C23 fue de 0.10 d”!'y el tiempo de
duplicacion fue de 6.9 dias. Esto indica que la multiplicacion celular de este cultivo transgé-
nico se lleva a cabo dentro de los pardmetros reportados. Por ejemplo, en células en suspen-
sion de papa (Solanum tuberosum) utilizada como plataforma para producir proteinas recom-
binantes, se obtuvieron pardmetros de u= 0.12 d"!'y ta 5.75 dias (Nova et al., 2017); para
células en suspension de zanahoria (Daucos carota), se obtuvieron de p=0.06 d'y ta 10 dias
(Campos, 2019); y para tabaco (Nicotiana benthamiana), se obtuvieron de p=0.11 d'y ta
6.1 dias (Sukenik et al., 2018). Estas variaciones se pueden deber a la diferencia del tamafio
de in6culo y a la edad de cultivo, como lo reporta Bedoya y Hoyos (2010), donde una mayor
biomasa de células iniciales provoca una cinética de crecimiento corta, mientras que una
cantidad baja de células iniciales genera una curva de crecimiento mas extensa, a consecuen-
cia de una mayor disponibilidad de nutrientes, lo que provoca menor estrés por compuestos

limitantes en el medio de cultivo.

Cabe destacar que la velocidad especifica de crecimiento de la linea WT fue practi-
camente el doble del dato reportado para la linea transgénica C23. Estos resultados son muy
contundentes, pues comparado con otros cultivos de células en suspension de N. benthamiana
de tipo silvestre (0.26 d ') (Huang et al., 2009), la velocidad de crecimiento de la linea WT
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de C. papaya es menor. Esta comparacion se determind en un biorreactor con oxigeno di-
suelto controlado, (40% de saturacion de aire) en comparacion con los cultivos en matraz

agitado. Estas diferencias podrian dar lugar a diferentes cinéticas de crecimiento.

Con respecto a la velocidad de crecimiento de la linea transgénica C23, puede depen-
der de las caracteristicas de la molécula que se expresa, especie utilizada y la adaptacion del
mismo, como en el caso de las células en suspension de zanahoria (Daucos carota), la cual
expresan la proteina quimérica LTB-Syn con interés de vacunacion, su velocidad de creci-
miento fue de p=0.06 d' (Campos, 2019), y comparado con los resultados de este proyecto

p=13.01 d’', la linea transgénica C23 tiene un crecimiento mas acelerado.

La linea WT al dia 30 alcanzo la concentracion maxima de biomasa de 10.12 g L™!
correspondiendo a un rendimiento de 0.328 g L' y a los 42 dias una concentracion de bio-
masa final de 8.94 g L'!. Al dia 15 la linea transgénica C23 de C. papaya alcanzo6 una con-
centracién maxima de biomasa de 14.361 g L'! correspondiendo a un rendimiento de 0.391
g L1, Cabe resaltar que el descenso de esta linea fue mas acelerado ya que a los 42 dias de
cultivo se obtuvo una concentracion de biomasa final de 6.687 g L™!. Se ha observado que en
la fase de muerte los agregados celulares pierden tamafio atribuyendo esta disgregacion a la
activacion de las enzimas que degradan los polisacaridos presentes en la pared celular (Jimé-

nez, 2003, Rodriguez, 2007).

Estos datos son importantes a tener en cuenta ya que, con base a las cinéticas de cre-
cimiento para ambas lineas, es necesario realizar los subcultivos a la mitad de la fase expo-

nencial, para garantizar que las células se encuentran en crecimiento activo.

El monitoreo del pH es importante puesto que el crecimiento optimo de las células vegetales
en suspension se encuentra entre un pH de 5.0-6.5, el cual puede cambiar durante el curso
del cultivo ya que generalmente no se controla. El cambio brusco de alcalinidad o acidifica-
cion puede afectar la disponibilidad de los nutrientes para el crecimiento celular. Esto genera
alteracion en los procesos metabdlicos, asi como, afectando la acumulacion de metabolitos
secundarios; por consecuente permite el crecimiento de otros microrganismos generando
contaminacion del cultivo celular. Con respecto al comportamiento del pH en la cinética de

crecimiento de las lineas celulares WT y C23 de C. papaya, el pH de la linea WT disminuyo
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0.8 unidades durante los primeros 6 dias, mientras que la linea transgénica C23 solo 0.2 uni-
dades al dia 3, posteriormente el pH aumento y al dia 42 la linea WT se mantuvo en 5.8 y la
linea transgénica C23 en 6.5, esta variacion entre ambas lineas podria repercutir en la acu-

mulacion de metabolitos como se menciond anteriormente.

Para la optimizacion de los cultivos en suspension, la viabilidad celular confirma la integri-
dad de las células en el medio. Se determin6 que las células en suspension forman pequeiios
agregados, aunque también fue posible visualizar células individuales. La formacion de estos
pequeios agregados es muy caracteristica de las células vegetales en suspension, lo que pro-
bablemente se debe a que las células, al dividirse, no se separan adecuadamente o bien se
asocian posteriormente (Arias et al., 2009). En la etapa de muerte de las células en suspension
se evidenci6 que el cultivo pierde viabilidad, ya que de manera cualitativa se determiné la
disminucion de células fluorescentes. En esta misma fase, las células pueden presentar dafios
en la membrana celular que provoca plasmolisis, es decir, una pérdida de la turgencia. Este
comportamiento ha sido evidenciado en otros cultivos lo cual es propio de esta fase de la
cinética de crecimiento de las células, reflejandose en la disminucion del peso seco del cul-

tivo (Sanchez y Alvarenga., 2014).

Los resultados de la cuantificacion de azlicares en la cinética de C. papaya indicaron que la
sacarosa fue hidrolizada completamente en el dia 15. Posteriormente se observo el aumento
de la concentracion de glucosa a 7.0 g L' al dia 6, y la concentracion de fructosa a valores
de 8.3 g L''al dia 6. Se dio el consumo preferencial por la glucosa hasta el dia 27 y una vez
agotada las células consumieron la fructosa al dia 33. Este patron de consumo de azlcares
también fue reportado por (Caspeta, 2004). Con respecto al rendimiento biomasa/sustrato

¢éste fue de (Yx/s) de 0.22 g para la linea transgénica C23,y Yx/s) de 0.29 g para la linea WT.

10.3 Evaluacion in vitro de la actividad nematicida de Xps de células en suspension con-

tra larvas L4 de Haemonchus contortus

Actualmente el uso y abuso excesivo de antihelminticos para el control de los nematodos
parasitos de ovinos ha desencadenado la resistencia hacia éstos. En particular se ha notificado
que las lactonas macrociclicas (avermectinas, milbemicinas y espinosinas) presentan toxici-

dad y efectos adversos sobre los escarabajos estercoleros Carabaeus viettei y Scarabaeus
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laticollis de ambiente ganadero bajo sistemas de pastoreo (Paez, 2018). Por lo tanto, se han
propuesto alternativas biotecnologicas como el uso de células vegetales como método de
control de nematodos gastrointestinales. En este aspecto C. papaya ha sido de gran interés
por sus propiedades farmacoldgicas y terapéuticas, entre las mas interesantes para este tra-
bajo son su actividad antiamébica y antihelmintica, asociada a su alto contenido de enzimas
proteoliticas como la papaina, quimopapaina, caricaina y glicil endopéptidasa (Luoga et al.,
2015, Turyj et al., 2015). Hasta ahora se ha identificado a isotiocionato de bencilo como el
agente antihelmintico predominante o exclusivo en extractos de semillas de papaya (Ker-
manshai et al., 2001). La actividad nematicida demostrada por la biomasa de C. papaya linea
transgénica C23 contra larvas L4 del nematodo parasito de ovinos H. contortus indican accion
directa sobre 6rganos internos y su cuticula posiblemente por la hidrolisis de enlaces pepti-
dicos particulares en proteinas de los mismos, y en el caso de la cuticula conducen a la pér-
dida de la integridad cuticular. Resulta de interés los valores similares de efectividad que
presenta la biomasa de la linea transgénica (1 mg/mL) en un cultivo a los 12 dias y la iver-
mectina (Smg/m) 47.94% de mortalidad versus 44.59% valores que no difieren estadistica-
mente, mientras que la biomasa WT en un cultivo a los 12 dias, solo present6 6.71% de
mortalidad. Si bien las propiedades nematicidas de la papaya se habian reportado, su activi-
dad se habia localizado en latex y semillas, siendo este es el primer reporte de actividad
nematicida de células en suspension transformadas de papaya. La mayor actividad de la linea
transgénica C23 respecto a las WT es factible a que se deba a un cambio en la composicion
de las células como consecuencia de la insercion del gen que codifica para KETc7, posibili-
dad que se debera evaluar utilizando HPLC y/o protedmica, independientemente del meca-
nismo al que se deba el efecto nematicida de la linea transgénica C23. Estos estudios esta-
blecen las bases necesarias para evaluar el potencial de la misma in vivo en miras de desarro-

llar un antiparasitario de origen natural.
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X/

11. CONCLUSIONES

Se establecio por primera vez un cultivo in vitro de células en suspension de C. papaya linea

no trasformada WT y linea transgénica C23.

Se caracterizo el comportamiento cinético para callos de C. papaya y cultivos de células en

suspension a nivel de matraz para la linea no trasformada WT y linea transgénica C23.

La produccion de biomasa de C. papaya a nivel de matraz en la linea WT fue de 10.12 gps
L! al dia 30, 4.0 veces mas al tamafio del inoculo inicial, mientras que la biomasa de la linea

transgénica C23 fue de 14.36 gps L' al dia 15, 5.4 veces mas que al inoculo inicial.
Por primera vez se reporta la actividad nematicida de la biomasa de la linea transgénica C23

de papaya que expresa el péptido KETc7 contra el nematodo parasito de ovinos (larvas La4)

Haemonchus contortus con interés biotecnologico y pecuario.
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12. PERSPECTIVAS

De acuerdo a los resultados obtenidos en este proyecto se enmarcan las siguientes perspecti-

vas.

X/
L X4

Establecer la metodologia por citometria de flujo para cuantificar el péptido KETc7.

Determinar CL50 y CL90 en la evaluacion de la biomasa de la clona transgénica C23

contra larvas L4 de H. contortus.

Realizar un estudio biodirigido, empleando técnicas analiticas como HPLC, resonan-
cia magnética nuclear y/o protedmica para identificar moléculas que acompaiian esta

actividad nematicida contra parasitos de importancia pecuaria.

Realizar la formulacion de un antiparasitario de gran espectro con la biomasa activa

de C. papaya, linea transgénica C23.

Realizar escalamiento en biorreactor airlift de 2L.
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