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INTRODU

Enfermedades infecciosas de los animales

Infeccion por Influenza Rabia Peste Vacunas
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INTRODU

Vacunas convencionales y de nueva generacion
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INTRODUCCION
Vacunas de ADN vs ARNmM

Por la pandemia de COVID-19 en
2021 se aprobd de emergencia
las dos primeras vacunas de

e — - 5 g v@@ ARNmM para humanos
Plasmido
de ADN
ARNmM
v
P | - L S Z&’%
% Valor del mercado de las
ARNM vacunas de ARNmM: decenas de

Antigenos miles de millones de dodlares

encapsulado

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

(Baden et al., 2021; Le et al., 2022; Oluwagbemi et al., 2022; Polack et al., 2020; Xiong et al., 2018; Xu et al., 2020)
Creado con BioRender



INTRODUCC

Vacunas de ARNmM
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INTRODUCCION

Vacunas de ARNm — Transcripcidn in vitro

3'UTR Secuencia

codificadora

Promotor T7,
T3 o SP6

Plantillade ADN
plasmidico

3’ UTR

. Linealizacion

— ) -0 - D - G- A

Plantillade ADN linealizada

H\
anE . Transcripcion in vitro KL/L "\ " LUAAAAAA 100950 3"
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INTRODUCCION

Vacunas de ARNmM — Sistemas de administracion
25" Pf*z;_c; IVT mRNA
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OBJETIVOS

General

* Evaluar las bases moleculares para el diseno de vacunas de ARN con
aplicacion en veterinaria.

Especificos

* Definir la secuencia para la expresion del ARN mensajero mediante
herramientas bioinformaticas.

» Estandarizar las condiciones de la transcripcion in vitro del ARN mensajero.

* Expresar el antigeno a través de la transfeccion del ARN mensajero en las
lineas celulares HEK293 y HCT116.

—_—

N———

Hipotesis

La transfeccion con el ARN mensajero permite la expresion del antigeno que
codifica en las lineas celulares HEK293 y HCT116.

AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
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METODOLOGIA
Definicion de la secuencia para la expresion del ARNm

L M S
sININAIANS s s AN s s AI s

Promotor T7 ORF de Gn/Gc poli(A)

Transcripcion 1 ! I ! ]
Y o — —
Z @‘ 5-UTR FUTR
<

; Estructura de la unidad
SRS transcripcional
&

Ensamblaje

pUC MinusMCS
3171 bp

i]' SnapGene

by Dotmatics

Clonacioén en el vector Blue
Heron pUC MinusMCS

Hantavirus cepa Andes
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METODOLOGIA
Amplificacidon y purificacion del plasmido pUC MinusMCS — GnGc

® @

N [
\ N
\ ]/‘ 4oC

37°C R ) |
71/ 10.000 rpm
1500 rpm o - - "4 BEY min
20h \ i |

Solucioén Soluciérl Solucion
\ [ \ I Il
10 min 15 min
TA Hielo

e . , _ ., . Lisis alcalina
Plasmido insertado Crecimiento de E. colien Centrifugacion del cultivo J
en E. coli medio LB con 100 pg/mL bacteriano y recuperacion \
de ampicilina del precipitado )
@ [ @ Copias de ADN
N _—=.1 plasmidico purificado
W Z \\ ! 4°C III
I *® J [ 10.000rpm |
e [ 15min

) en gel de
7 | agarosa
E .
Cuantificacion v Cuantificacion
. : Kit E.Z.N.A Cycle
Adicion de isopropanol Precipitado resuspendido Adicion de ARNasa Pure y elucion con
al sobrenadante filtrado en agua estéril A 10 pg/mL agua DEPC
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METODOLOGIA

Digestion enzimatica para verificar la identidad de pUC MinusMCS — GnGc

Con tres enzimas de restriccion de alta fidelidad, EcoRV, Sacl y Kpnl

ADN plasmidico @ Adicion de enzima, @ Incubacién a 37°C @ Electroforesis en gel
purificado buffer y agua por 3 h de agarosa 1%

-EcoRYV, ﬂ
Sacl, Kpnl m
-CutSmart :

& ESPE
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METODOLOGIA
Linealizacion de pUC MinusMCS - GnGc

Con dos enzimas de restriccion de alta fidelidad, BspQIl y Notl

ADN plasmidico Adicién de enzima, Incubacién a 37°C
purificado buffer y agua DEPC por 12 h
\ - |
— -BspQl,
Notl m ‘ _ \
-CutSmart o

Electroforesis en @ GeneJET Gel @ fPUflﬁCBClOﬂ con
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alcohol isoamilico
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5 ¥ s
8. 0 Electroforesis
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@ Adicién de fosfatasa @ Kit E.Z.N.A Cycle Pure
/ x Cuantificacion
37°C R +
- y 30 min m \ =il 3 / Electroforesis
®) L:; N ' //* en gel de
s 7 ) T agarosa
\ 7 \ / \ < “""T.. s
\v \/ \/ -
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METODOLOGIA

Estandarizacion de la transcripcion in vitro del ARNm

Plantilla de ADN kit HiScribe T7 High Componentes de la reaccion de transcripcion in vitro
linealizada Yield RNA Synthesis )
Componente Cantidad Concentracion final
\k_ Agua DEPC X UL
Buffer de reaccion 10X 2 UL 1X
ATP (100 mM) 2 uL 10 mM
GTP (100 mM) 2 uL 10 mM
@ 37I£1(c::ubacién a @ Kit de limpieza de UTP (100 mM) 2 uL 10 mM
por 2 horas transcripcion MEGAclear Cuantificacion CTP (100 mM) 2 UL 10 mM
P Plantilla de ADN X pL e
( R Polimerasa T7 ARN 2 UL
H] } | Volumen total de la reaccion 20 uL
-
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METODOLOGIA

Estandarizacion de la transcripcion in vitro del ARNm

(1) ARNm purificado (2) Adicién de inhibidor Calentar e
sin cap 5' de ARNasa RiboLock incubar en hielo
5'UTR 3'UTR
e Secuencia codificante ooo
5' cap 3' poly-A tail
5°C Hielo
10 min S5 min
< - Sy ' ini Te Kit de limpieza de
Componentes de la reaccién de capping enzimatico Kit Vaccinia Incubacion a oo
@ Capping System @ 37°C por 1 hora @ transcripcion MEGAclear
Componente Cantidad (x5) —
ARNmM sin cap 70 uL ’
Buffer de capping 10X 10 pL |[|
GTP (10 mM) 5uL
SAM (4 mM) S5uL
Enzima Vaccinia Capping (10 U/ uL) 5L Cuantificacion
ARNmM Cap 2'-O- metiltransferasa (50 U/ pL) S uL
Volumen total de la reaccion 100 pL EleCtFOforeS'S

en gel de

agarosa

/
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METODOLOGIA
Transfeccion del ARNm en las lineas celulares HEK293A y HCT116

HEK293A: células de rindn de embrién humano; HCT116: células de carcinoma colorrectal humano

?)ig::sradcejezzé;lggﬁoe: @ Lavados con PBS @ Cambio a medio sin SFB
con SFB
i ~O00O000 000000
— = s o s | -O0O0000 000000
000000 -O0O0000 000000
000000 - COO0O00O0 000000
000000
000000

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS

19 Creado con BioRender o I S ey e




METODOLOGIA
Transfeccion del ARNm en las lineas celulares HEK293A y HCT116

HEK293A: células de rindn de embrién humano; HCT116: células de carcinoma colorrectal humano

PEI + ARNmM + ARNmM + ARNmM +
glucosa glucosa PEI PEl en

M M DMEM
Reposar a TA > ~|  ReposaraTA — \
por 10 min por 25 min
@ @ G Incubar a 37°C y 5% CO,

1 J |
| J |

durante 12 horas,
agregar SFB 10% y
analizar a las 48 horas

Lipofectamina ARNmM ARNmM +
+ Opti-MEM + Opti-MEM Lipofectamina
| ReposaraTA 1 T
=| por 10 min - —p 1| ReposaraTA >
_— | S 7 por 20 min
\J J U
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METODOLOGIA

Evaluacion de la viabilidad celular

Siembrade célulasen  (2)  Aplicaciéndelos ~ (3)  Adicién del (a)  Adicion de
placas de 96 pocillos tratamientos con ARNm reactivo MTT isopropanol

\\&\\ ‘\/‘ A
\i_m N | %
W ) ,jf’/ N ‘\\‘ T |
| v \/

Incubacién por 24 h, Incubacién por 48 h, Incubacién por 3 h, Incubaocic')n por 15 min,
37°Cy 5% CO2 37°Cy 5% CO2 37°Cy 5% CO2 37°Cy 5% CO2
@ Reaccidn colorimétrica para determinar la viabilidad celular @ Lectura de absorbancia
a5/0 nm
888660000000
& N \%\ N 088066000000¢
\ /| / ‘00009000000
s T @ s /4 N 88880000000
SN . HN \: i:i 100¢
N /| Mitochondrial N>\
| reductase
L J
Formazan
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METODOLOGIA

Analisis de la expresion del antigeno

Lisis celular Analisis SDS-Page y Western Blot

Lavados de los @ Adicionar RIPA+PMSF e incubar en hielo por 5
pocillos con PBS minutos

QOO0
0000
OO0
QOO0

,AO

B

O
{ O
e

&
O
O
O

REREREREn=n Geles de

— — poliacrilamida al
— 10%y 1,5 mm de

espesor, bajo
= condiciones

- — reductoras

Raspar los
pocillos

10.000x g
4°C
15 min

T—
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RESULTADOS Y DISCUSION

Definicion de la secuencia para la expresion del ARNm

Promotor T7

(1) BamHI (3724) BspQI NotI (3737)
(0) Start\\ 5'UTR (3619) Mfel End (3743)
1000 2000 3000
[ GPC >

Promotor T7 | polyA

3' UTR
GPC
3743 bp
Dominio Secuencia Tamano

(pb)

Pm;”?m”" TAATACGACTCACTATAGG 19

5 UTR ~ COGAAATAAGAGAGAAAAGAAGAGTAAGAAGAAATATAAGACCC 57

CGGCGCCGCCACC
GPC ATGGA...GTGA 3417

TGATAATAGGCTGGAGCCTCGGTGGCCTAGCTTCTTGCCCCTTG
3 UTR GGCCTCCCCCCAGCCCCTCCTCCCCTTCCTGCACCCGTACCCC 119
CGTGGTCTTTGAATAAAGTCTGAGTGGGCGGC

BspQI (2898)
(lac operator)

(3187) BspQI M13 rev
G(.:'Ia 100
poli(A) AAAAAAAA

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
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RESULTADOS Y DISCUSION
Purificacion de pUC MinusMCS - GnGc

Electroforesis en gel de agarosa al 1%,

purificacion del plasmido pUC MinusMCS — GnGc | _
Concentracion del plasmido:

kb

10.0
8.0
6.0
5.0 B
4.0

Tras la lisis alcalina: 1,95 ug/pL
PUC MinusMCS = GnGe Tras afadir ARNasa A: 1,54 pg/uL
Tras purificar con kit: 0,9 ug/pL

3.0

2.0 I ~ , .
Tamano del plasmido:

6.9 kb

1.5

Carriles: PM, marcador de peso molecular GeneRuler 1 kb;
1, plasmido purificado (flecha roja).

& ESPE
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RESULTADOS Y DISCUSION

Digestion enzimatica para verificar la identidad de pUC MinusMCS — GnGc

Sacl + EcoRV. Sacl + Kpnl Sacl
1. 4460 pb 1. 3677 pb 1. 6914 pb
2. 2454 pb 2. 3237 bp '

(Ejeskar et al., 2006; Moradian et al., 2020)

Electroforesis en gel de agarosa al 1%,

digestion enzimatica de pUC MinusMCS - GnGc

kb PM 1 2 3

Sacl

Carriles: PM, marcador de peso molecular GeneRuler 1 kb;
1, digestion del plasmido con Sacl y EcoRV;
2, digestion del plasmido con Sacl y Kpnl;
3, digestion del plasmido con Sacl.

& ESPE
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RESULTADOS Y DISCUSION
Linealizacion de pUC MinusMCS - GnGc

Electroforesis en gel de agarosa al 1%,
linealizacion de pUC MinusMCS — GnGce con BspQl

Electroforesis en gel de agarosa al 1%,

(@) kb linealizacién de pUC MinusMCS — GnGc con Notl

3

p fragmento de
0. [
o
i)
q

interés kb PM 1
(b) kb__PM 1

e “ fragmento de 10.0
24 interés purificado 6.0
40

5

pUC MinusMCS - GnGc

3
linealizado con Notl

2.0

135

3.0 3.0
0 BspQl
1.6.6 kb 40 2.0 Notl
2. 289 pb 18 ” 1.6.9kb

Carriles: PM, marcador de peso molecular GeneRuler 1 kb;
1, plasmido linealizado con Notl (flecha roja).

Carriles: PM, marcador de peso molecular GeneRuler 1 kb;
(a) 1, plasmido cortado con BspQl donde se observa el fragmento de interés (flecha
negra); (b) 1, fragmento de interés purificado después de la linealizacion del plasmido
con BspQl (flecha roja).

Concentracion:

Plantilla linealizada con BspQI: 0,14 pg/pL
Plantilla linealizada con Notl: 0,2 pg/uL

& ESPE
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RESULTADOS Y DISCUSION

Estandarizacion de la transcripcion in vitro del ARNm

Electroforesis en gel de agarosa al 1%,

Electroforesis en gel de agarosa al 1%, ARNm transcrito in vitro ARNm con cap 5'

kb 1 2 3 4 PM 5 6 7 8 9 10 kb PM 1

10.0
8.0

6.0
5.0

4.0 Tamano
ARNM:

3.7 kb

3.0 ARNm con cap 5’

2.0

Carriles: 1, ARNm trascrito de la plantilla linealizada con BspQl; 2, 3 y 4, diluciones

seriadas de 1; PM, marcador de peso molecular GeneRuler 1 kb; 5, ARNm trascrito de Carriles: PM, marcador de peso molecular:

la plantilla linealizada con Notl; 6, 7 y 8, diluciones seriadas de 5; 9, control negativo
(agua); 10, control positivo (FLud). En todas las muestras de ARNm se presenta

degradacion. Concentracién ARNm
Concentracion ARNm (BspQl): 1,6 pg/uL kb con cap 5 0,5 ug/uL

Concentracion ARNm (Notl): 1,4 pug/uL kb p—
& ESPPE

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
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1, ARNm con cap 5’ (flecha roja).




RESULTADOS Y DISCUSION

Evaluacion de la viabilidad celular

Viabilidad en células HEK293A a diferentes concentraciones entre ARNm-PE| y Viabilidad en células HCT116 a diferentes concentraciones entre ARNm-PEIl y ARNm-
ARNm-Lipofectamina Lipofectamina
(@) Viabilidad celular HEK293A (b)  viabilidad celular HEK293A (@)  viabilidad celular HCT116 (b) Viabilidad celular HCT116
:g 100~ * ::T 100 - E 100- p<0,008 E 1004
© p<0,0001 p=0.0001 o = p<0.0001 s =
o Ak o D x p<0,0001 T
el p=0, 0001 Fdk s T ] p=0,0001 . 3]
> — 1 - ko o
2 2 oo B =
3 ¥ 3 ¥ S 50- = 50-
£ -2 - -
= = E‘E EE.
0- 0- 0- 0-
& & & & ¢ & & & @& ¢
& & & & & & & & & & @& @ @ & & @& @ @
% N Q2 Q‘lﬁ: v 4" N QP ﬁ-:ﬁ:' ® "'Iﬁé h.&& R ‘:6@ '{:6@ ,:P& qﬁé hﬂ‘?& Qﬁﬁ(é '{:6@ q?&
Concentracion ARNm-PEI Concentracion ARNm-Lipofectamina . o .. o i )
Concentracion ARNm-PEI Concentracion ARNm-Lipofectamina

(a) Tratamiento con ARNm-PEI. (b) Tratamiento con ARNm-Lipofectamina.
El asterisco indica las concentraciones que afectan a la viabilidad celular
de forma significativa (p<0,05).

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA
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RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis de la expresion del antigeno

Anélisis mediante SDS-PAGE al 10% denaturante Anélisis mediante SDS-PAGE al 10% denaturante
de la expresion del antigeno Gn/Gc en HEK293A de la expresién del antigeno Gn/Gc en HCT116
kDa PM 2 . kDa PM 1 2 3 4 5 6 7 8 g

L-

i8] |

-
- —

-~

135 ’ 180
100 135
1
75 00
— 75
63 4

63

48 48
35 . 35 .

Carriles: PM, marcador de peso molecular AccuRuler RGB 10-245 kDa;
1, control positivo (Gn/Gce); 2, ARNm-PEI A; 3, ARNm-PEI B;

Tamano de las

proteinas: : : )

4, ARNm-PEI C; 5, control negativo PEI; 6, ARNm-Lipofectamina A;
Gn: 80,5 kDa 7, ARNm-Lipofectamina B; 8, ARNm-Lipofectamina C;
Gc: 57 kDa 9, control negativo Lipofectamina.

(g) ESPPE

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
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RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis de la expresion del antigeno

Analisis mediante SDS-PAGE al 10% denaturante y Western Blot de hibridomas
productoras de anti-Gn/Gc¢

1 2 3 4 5 6 7
klia M Gl C- kDa FPM Grice C ka PFMGanGe C- kDa PPM GniGe C ka P ke C- kDa PPM GniGe C kDa PPA Galsc C-
- % o . L ) s
2% .. 3 iﬂ-ﬂ . 245 i:: 180
180 : ] 135 - 180 = SaE 135
135 I. o 135 == : . L o
L] 100 -
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Electroforesis en gel de Western Blot Waestern Blot Western Blot Waestern Blot Waestern Blot Western Blot
poliacrilamida al 10% Hibridoma 1544C12 Hibridomma 20C1F10 Hibridoma 19D1H7 Hibridoma 4C1A2 Hibridoma 2B6C12 Hibridoma 1AS5C4
gf;lcr)r::?nc;g_e las Carriles: PPM, marcador de peso molecular AccuRuler RGB PLUS 10-245 kDa:
' GnGc, glicoproteinas Gn/Gce; C-, control negativo Gn/Gc. Las flechas rojas indican que
Gn: 80,5 kDa se detecto senal del anti-Gn/Gce vy la flecha negra que se detectd una senal
Gc: 57 kDa : -
Inespecifica.

@ ESPE

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS

31 (Mltl’a &Tomar, 2021, Karam & DaOUd, 2022) .‘;“'“ INNOVACION PARA LA EXCELENCIA




32

Introduccion

\

/

Objetivos

\

Metodologia

Resultados y Discusion

Conclusiones

Recomendaciones

CONTENIDO

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
uuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuu




CONCLUSIONES

El correcto diseno de la unidad transcripcional simulando las caracteristicas del
ARNmM eucariota maduro y aplicando optimizaciones a los elementos
estructurales basicos mejoran la expresion del ARN mensajero.

La estandarizacion de las condiciones de la transcripcion in vitro, mediante la

purificacion de la molecula y la eliminacion de ARNasas, contribuye a evitar la
degradacion del ARN mensajero y aumentar su estabilidad.

La transfeccion del ARN mensajero con PEI resulta toxico para las células,

mientras que su administracion con Lipofectamina no tiene efectos significativos
en la viabilidad celular.
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RECOMENDACIONES

35

Se recomienda tomar las precauciones necesarias durante el trabajo con el ARN
para evitar su contaminacion y degradacion, preferiblemente tener un lugar de
trabajo y material exclusivo para su manipulacion.

Se sugiere eliminar completamente el suero fetal bovino antes de la transfeccion
y el analisis de la expresion del antigeno para que no exista interferencia.

Se recomienda probar la transfeccidon del ARNm transcrito in vitro con
nanoparticulas lipidicas y nucledsidos modificados para evitar su degradacion e
incrementar la eficacia de traduccion.

Se sugiere no utilizar PElI como reactivo de transfeccion de ARN mensajero por
su alta toxicidad para las celulas de mamiferos.
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