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Nanoanticuerpos

Introduccion

Enfermedades infecciosas: 63%

V’Estructura robusta
JPeso molecular: 12-15 kDa

Estabilidad: alta
Caracteristicas

Especificidad: alta

+ Biodisponibilidad
Biocompatibilidad

V.H .
\ . V.H

v,Costo de produccién
reducido

tEstrc’alt,e;ggia Produccion de
erapeutica | nanoanticuerpos
l 50-80%

Reconocimiento
antigénico

Reconocimiento
antigénico

Nuevos receptores de

Anticuerpos
antigenos-Inmunoglobulinas NRA-Ig

Anticuerpos IgG
de cadena pesada

convencionales
qm%)
<

Fragmento de Fragmento
reconocimiento variable de
antigénico cadena sencilla

Dominio variable
E)

Dominio variable de
anticuerpos de
de cadena pesada

Dominio %

variable de

NRA-Ig
l

Nanoanticuerpo

(Salguero, 2020) (Abreu, 2021) (Ortega et al., 2022)
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Lama glamay aplicacion de nanoanticuerpos

Camelldos Sudamericanos producen

v

Clasificacion Nanoanticuerpos

Lama Vicugna  Vicugna
guanicoe pacos vicugna
Sistemas de reconocimiento
molecular Inmunodiagndsticos

’,l HRP ’f

Anticuerpo 5Antl’geno | f\'

Receptor Fc \MJ‘

Inmunoterapias Administracion

de farmacos

Lama glama
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Estudios clinicos Introduccion

_, | Enfermedad genética: _, | Enfermedad por virus: __,| Problema por bacteria:
Céancer Hepatitis C Diarrea causada por Escherichia coli
v Deteccion v Inhibicion de la replicacion v" Vacuna
VHH contra AFP Serina proteasa VHH anti-Cfak
v ' -
Impedlmentq Ide I covid-19 2\
Su propagacion ¢, ¥
CAPND2/CapG carTeel v' Neutralizacion del virus 7/ sl
(7] Cancer cell : 1_— / J
v' Reducir su L VHH afines a la A o /
frecuencia - g 1 ACE2 : irus binding {x
) . proteina S del o Youoihe:
CAR-T i x;\ h SARS-CoV-2 [ 1] L3 A - A S
2 . ¢ cancer antig oc o DO 200K O OO
n?ﬂiﬁ.?@ﬁf Host cells (HEK293T-ACE2)

Produccion de nanoanticuerpos

ryY §===
.ﬁ Oou

Inmunizar Extraer glébulos Copiar genes para
a un camello blancos

Generar fagos Tamizar en busca de
nanoanticuerpos, que expresen los nanoanticuerpos
insertarlos en fagos nanoanticuerpos deseados

T
(Ortega et al., 2022)  (Szalinski, 2023) @/ ES p E
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Justificacion del problema

Comparacion con
genes constitutivos

Plataforma de

nanoanticuerpos .
Induccion de genes

Iy ey ey
& '.5. '\'ﬁ'.-'[.e'.-"\.'n'f' T

[ ]

X (TD) 7 )
lkl/ N Rl B . B
l - A 8
A Lama glama

Primera fase

l

\ Recoleccién de
I muestra

I /
Optimizar proceso
| v
S . Linfocitos Produccion de sl
; nanoanticuerpos
@ Distribucién: 10000 GAPDH
Ay
-~
/ =L T=1 =0 P
o/ ;ﬁg ; / \ Estudios en
\ [ I[jl /! \ llamas ’
\ i | Niveles de
U @9 .
. € 2 \ / expresion
~ ,
\10 20 30/
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Objetivos e hipotesis

Objetivo general

Objetivo especificos

Expresar de forma génica a B-actinay
GAPDH por el método de reaccién de
cadena de polimerasa cuantitativa
(qPCR) a partir de linfocitos de Lama

Obtener linfocitos mediante una
diferenciacién celular con el gradiente de
densidad a partir de sangre periférica de Lama
glama con el fin de obtener posteriormente
ARNm codificador de los genes de interés.

glama para el analisis de los niveles de
expresion de los genes de interés.

Transformar ARN a ADNc mediante el proceso
de transcripcién reversa con la enzima “M-MLV
Reverse Transcriptase” para usarse como
plantilla de la amplificacion por gqPCR.

Analizar Delta ct mediante PCR cuantitativa
(gPCR) a fin de verificar los niveles de
expresion de los genes B-actina y GAPDH.

Hipotesis
La especie Lama glama perteneciente a la familia Camelidae
actina y GAPDH a partir de la extraccion de linfocitos.

presentara una expresion génica positiva a B-

@ESPE
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Toma de muestra a partir de llama

@Sujecién de animal

@Preparacién de la zona de extraccién

Materiales y métodos

Registro e identificacion @Procesamiento de

muestras

@ Extraccion de sangre | de muestras @Almacenamlento )

£

e
??"V“ Caracteristicas 4°C
‘a—’ Sexo
A Temperatura
¥ \ L)
A b S\ »
{ —_— A
m'.:‘ Bol S
| olsa de / -Fecha
Fhyt sangre -Persona a
4 (150mL) —__\_ cargo
W
>
e

Purificacion y cuantificacion de linfocitos

) @ Dilucién de sangre

Sangre

-+

—_—

PBS+2%SBF

@ Separacién de fases

Sangre
diluida:

Medio
Gradiente
densidad:

Centrifugacion

800G

40 min
Sin freno
l" = T.4°C

!

I

@Conteo celular N @Almacenamiento .

Plasma
+ Citoquinas

-80°C

+ Hormonas Dilucion: 1:10
* Proteinas Células: 10uL -

Azul de tripan: 90uL .\e

‘.ﬂ:l&

/®,

Creado por b\:Render
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Plaquetas + PBMCs __
« Linfocitos
* Monocitos

Glébulos rojos + Células
polimorfonucleares

« Eosinofilo

* Neutréfilo




Materiales y métodos
Aislamiento de ARN a partir de linfocitos

Lisis

Andlisis
) celular | | @Separacién de fases L @Precipitacic’m . @Lavado ,,@Solubilizacién‘ Lmuestra .
ﬂ_TRIzoI i Cloroformo I Isopropanol ﬂEtanc" HAgua libre de 823222“‘""”
\ | ) | | nucleasas !
oL
|
III‘

Centrifugacién Centrifugacion | Centrifugacién
—_—) =

—_—
15 min P \ . |
N 15 min / 10 min \
T:4°C T 4°C / T:4°C
Integridad
Transformacion de ARN a ADNc
Analisis
. @Tratamiento con DNAsas | @Primera reaccion | @Segunda reaccion @Tercera reaccion, }®muestra 1,
| Agua DEPC , Agua DEPC
D Buffer qEDTA OllgO dT I-‘F? . MMLV RT
L/ dNTP mix
DNAsa | | | 7 | Buffer
ARN 4.\ [
|I I | ll | - \ | DTT
X ! % I - \ Al Cuantificacién
Incubacion Incubacion ‘ w Incubacion, mcsl'g)—ac‘:imb .-f.lf_-_.e_
omn 7 20 min 10 min v 2 min T 3?!8 i
T:75°C

15 min
I 70°C

- o

\ | T87°C ,,_ ‘. R \ /. T:37°C
;ﬁgﬁ; d ;ﬂﬁ}

/®,

Creado por b\:Render
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Disefo de cebadores y PCR punto final

Materiales y métodos

, @Diseﬁo de cebadores ,@Resuspensién“ @PCR ,@Anélisis muestra,
] TE ; Desnatural_i_zacidn
v AETB:FY = M . Cuantificacion
TTTITTT — o0y
GAPDH TITTTTT & = ).
Camelidae —Componentes g 2 @_m__
(@ | FBuffer : % =] .
~ /r" MgCl, | bacid i @ o
-dNTP Mix ncubacion ! o
g~ Y
-Reverse 0. =
-Taq DNA B H 0 + +
NCB| — Pol i 2 3
_ NCBI Blenchling Primer3web -DOMéhaerase - . Tiempo Integridad |
Busqueda de Alineamiento Creacion de cDNA R ® g
secuencias cebadores N
Técnica RT-qgPCR
s | ltados del Software
DesnaturallzaCIon TITTErrrreerrerrest 11 Resu .
o Reverse primer BIORAD-CFX Maestro Andlisis resultados
A 1} 1
TTT |'_J Il AIZZ &ﬂard primer 4 w
i [ h" 5') 0+ 3
K / = ot Expresion génica
:'x : Componentes 5 et £ ‘Amplificacién
VE - GOqu qPCR ; ..g =T Polimerasa o E ACtoR
| Mix o “T 8 B . i
|| Forvara  Inctbacion, £l ] @E > S ___Tvews__y| C{minterés)
| /-Reverse Dl (= No amplificacién Ct (m estandar)
\ | -<cDNA i 1 L
W/ wegi ‘ 5 : ["% : Ciclos (C1)
~ - 7
- o’ B,

Creado por b‘oRender

Analisis estadistico

-T-test

L(:;raphPad -ANOVA de dos vias
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Resultados y discusion

Obtencidn de linfocitos a partir de sangre de llama

Linfocitos (cellul)

Numero de linfocitos con
respecto al volumen de sangre

6x107 5

4x107 -

2x107 =

extraida

40 60 30 100 150
Volumen de sangre (mL)

T-test (m. indep): x=0,05; p=0,0138

(Sanchez, 2015)

-
GraphPad

(Torrella et al, 2003)

Caracteristicas de cada muestreo de llamas

Anticoagulante

Acido

etilendiaminotetracético

(EDTA)

Citrato-Fosfato-

Dextrosa-Adenina

Volu Material de
men recolecciéon de sangre
(mL)

40

60 Tubos

30

100 Bolsas de extraccion de
150 sangre

(C.P.D.A-1)

Comparacion de numero de linfocitos entre
especies de la familia Camelidae

Linfocitos en ',
Lama glama >3
(150mL): ’

” o
5x107 d .

Linfocitos en
Vicugna pacos
(aL):
3,55a2,76x108
Linfocitos en
alpaca (150mL):
4,14x107

@ESPE
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Resultados y discusion

Obtencion de cDNA a partir de ARN
(RT)

Aislamiento de ARN a partir de linfocitos

Evaluacion de ARN obtenido
con respecto al nimero de

linfocitos Cantidad de cDNA obtenido con respecto a
501 diferentes concentraciones de RNA
w Calidad de ARN RNA CDNA
3 5. (ng/uL) (ng/uL)
? 260/280
z  20- Ref:1,7-2,2 125 663,2
o
- 1,98-2,23 250 664,75
: 375 682,75
u ] |
S & 500 683,8
oM oM
P F

. A
Linfocitos (cell/uL) T-test (m. indep): x=0,05; p=0,123  GraphPad

i A
T-test (m. indep): «=0,05; p<0,0001 ‘GraphPad

Integridad de ARN

Retrotranscnpuon

Gel de agarosa al 2,5% ImageLab

@ESPE
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Resultados y discusion
Disefio de cebadores para B-actinay GAPDH

Caracteristicas de cebadores disefiados de los genes B-actinay GAPDH

GEN Producto Longitud ™ GC ESPECIE
(pb) (pb) Secuencias 5-3’ (°C) (%)
20 F GAAGATCTG 59,6 55
GCACCACAC 7
CT Alineamiento mdltiple 2
B-actina 151 secuencias: Lama
20 R GTACATGGCT 59,9 55 Glama y Vicugna Pacos
GGGGTGTTG 6
A
20 F GTTTGTGATG 60,1 55

Secuencia consensus:

GGCGgGAAC Camelus ferus;
GAPDH 205 Camelus bactnanys;
20 R ATCACGCCA 60,2 50 Vicugna pacos; _
CATCTTCCCA Camelus dromedarius
G
F: Forward; R: Reverse
Condiciones de |-%GC: 50-55% Genes -Estabilidad
un disefio ideal -Tm: 60°C constitutivos  |-Presencia en mayoria de
de cebadores -Amplicon: 130-200 pb ACTB-GAPDH |mamiferos
-Cebador: 12-20 pb en camélidos  |-Mayor consistencia génica

@ESPE
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Res

Optimizacion de PCR punto final

Componentes y concentraciones de PCR de B-actina
Producto amplificado de PCR

Componentes Reaccion 1X Concentraciéon Concentracion
del gen B-actina en Lama glama (uL) inicial final
PCR Buffer 25 10X 1X
MgCI2 0,75 50 mM 1,5mM
dNTPS mix 0,5 10mM 0,2mM
Taq DNA 0,1 5 U/uL 0,02 U/uL
Polimerasa
Cebador Forward 0,75 10 uM 0,3uM
Cebador Reverse 0,75 10 uM 0,3 uM
A 151pb | %#PMSO 1,25 - 5%
R o Agua libre de 16,4 - -
. Concentracién de primersiil nucleasas
Gel de agarosa: 1,5% ImageLab Muestra de cDNA 2 100 ng/uL 200 ng/uL

Temperatura de hibridacion: 62°C

ﬁ- ESPE
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Resultados y discusion
Optimizacion de PCR punto final

Producto amplificado de PCR Componentes y concentraciones de PCR de GAPDH
del gen GAPDH en Lama glama > > >
Componentes Reaccion 1X Concentracion Concentracion
GAPDH 205 pb . (uL) inicial final
A PCR Buffer 2,5 10X 1X
~1400 MgCI2 0,75 50 mM 1,5 mM
=i dNTPS mix 0,5 10mM 0,2 mM
EE§ Taq DNA Polimerasa 0,1 5 UluL 0,02 U/uL
~30 Cebador Forward 0,75 10uM 0,2uM
» 205 pb
. — S— | e—] - PO | cebador Reverse 0,75 10 uM 0,2uM
' " i
— : %DMSO 1,25 - 5%
Blanco 0,4uk,1 ] d 3uM 0,.2uM _ v
: Agua libre de ’ ) )
Gel de agarosa: 1,5% ImageLab nucleasas

Temperatura de hibridacion: 60°C

@ESPE
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Resultados y discusion
RT-qgPCR

B N o o] ] . B

Curvas de amplificacion Curva estandar Curvas de Melting

Amplification Standard Curve Melt Peak
5000 1 == 35 \‘F'-.\. : B 400
: o é*
4000 1 wli 7o " S 1 .
b4 =
5 3000 } g w% =
@ 25 1 . & 2001
2000 “ 3
3006 1 201 g ] 100 ... S
0 1 2 C‘i 4
0+ ; i i —— Log Starting Quantity 0 4
. : R e A o
Cycles S Eficiencia: ~100% P, 5
R?%:~1 KPS
Pendiente: ~-3 BIORAD-CFX
Maestro
Curvas de amp||f|cac|on Curva estandar Curvas de Melting
Amplification Standard Curve it -
T T T 5 4 — T 700
6000 By .
T : 600 +
5000 +- 30 . 9 500 £
4000 1 - e 1 : £ a0t
S 25 e IR 74 L
=] (e} m B e
L 3000 e 300
74 Xg\\\ 3
2000 + 20 O . 200 1
: - 100
0] A1 0 1 2
i } Log Starting Quantity
5 10 15 20 25 30 35 —
Cycles Eficiencia: <100%
o R2: ~1 BIORAD-CFX
- Maestro
Pendiente: <-3 5 p E
i)
" UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
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(Valle, 2019)

(Pérez et al., 2014)
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Resultados y discusion

Expresion génica Comparacion de genes

Niveles de expresion del gen B-actinay GAPDH en Lama glama Ciclo de cuantificacién (Ct)

de B-actinay GAPDH

209 ACTH
. 40 =]
15 GAPDH g
k10 3
354 g
e ]
T-test: x=0,1;p=0,223 | GraphPad O 30—t 3
0.5 UURL A P 3 0 S o ®
254 o° F]
i :
L e I N R e 20 5 @

T
01 2 4 5 6 % 1113 HM
Mimero de llama

T T T
ACTB GAPDH GAPDH

Genes Acte
Producto amplificado de qPCR del gen B-actina en Lama glama

Eficiencia de la curva estandar

' ACTB 151pb
ggg;}! de de B-actinay GAPDH
o= — 100+
300 — HE—_— mm ACTB
T e ————— s ww—>| 151pb . earer
ori— 0 I L2 L4 EESEe 19141 41308 M 2 o
Gel de agarosa: 2% H
S 40
Producto ampllflcado de qPCR del gen GAPDH en Lama glama s
204
GAPDH 205pb S 0

ACTB GAPDH
Genes

1000 —
900 -
800~
700~
600 —
500 -
400~

Ao

o ANOVA de dos vias: x=0,1;p=0,089 GraphPad
- —— — - -— - "= —> 205 pb
100 - I Lo L1 L2 L4 L5 L6 \ S lig ' L1 L13 H M
Gel de agarosa: 2% {\) ESpE
(Serrano et al., 2021) (Taylor et al., 2019) o L,’f'n‘,’lf?ﬁ'ff;’f?ffjﬁ“ﬁiﬁ"E":S‘,‘f




Conclusiones

Mayor
cantidad
de
linfocitos

Obtencién 56%'/%3% Transformacion 600
de ARN 1721 a cDNA ng/uL
.—; Retrotranscripcion B-actina r
\ g-]::? 40~
Ciclos
B 35— _»l tempranos:
g 5:7;2’5 Evaluacion Racios: <1 Gen 3“_'- . —_
/ /" de los constitutivo .
/-1 niveles de _ mas eficiente P Mayor
Vg, expresion Ct: 21 a 36 («=0,1;p=0,0898) 3e eficiencia:
............. sbeovssmassbtotuonses 20md 90%
R ACTE GAFPDH

o=y
EcuADoR

_
®

H|pétes|s %.u..............-....................-....................-....................-....................-....................-:

: La especie Lama glama present6 una expresion génica positiva a B-actina y GAPDH
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Recomendaciones

Conservacion
para la integridad
de las muestras

Produccion de
nanoanticuerpos

Controles de sanidad
del animal

CT values

Analisis de genes
constitutivos

:jéé%ié%ﬁéﬁéﬁ
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& S E S \)Q,‘-',\c‘*g"}o \3\0&75’ FEFE s -@Qg &

Genes

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

@ESPE



Agradeci

®ESPE

UmEFIEIDAIJ DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

N T 3% &1

LABORATORIO

I DE INMUNOLOGIA Y VIROLOGIA

Marbel Torres Ph. D.
Jorge Ron Ph.D.
Jaqueline Arroyo Ph.D.

Ing. Andrea Aluisa

Ing. Fernanda Toscano

Familiares y amigos

7 ESPE

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA




	Sección predeterminada
	Diapositiva 1
	Diapositiva 2
	Diapositiva 3
	Diapositiva 4
	Diapositiva 5
	Diapositiva 6
	Diapositiva 7
	Diapositiva 8
	Diapositiva 9
	Diapositiva 10
	Diapositiva 11
	Diapositiva 12
	Diapositiva 13
	Diapositiva 14
	Diapositiva 15
	Diapositiva 16
	Diapositiva 17
	Diapositiva 18
	Diapositiva 19
	Diapositiva 20


