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RESUMEN

Los inhibidores del factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) podrian prevenir los trastornos
neuroldgicos, pero su disefio generalmente se basa en moléculas incapaces de atravesar
la barrera hematoencefalica (BHE). El objetivo de esta investigacion fue disefiar y
caracterizar un nuevo inhibidor del TNFa compuesto por tres dominios: el angiopéptido-2
como molécula lanzadera de la BHE, el dominio extracelular del receptor 2 del TNF«a
humano para bloquear al TNFa y un dominio de dimerizacion del factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF) con mutaciones para eliminar su actividad angiogénica. Esta
nueva proteina quimérica (MTV) podria desencadenar la transcitosis a través de la BHE
mediada por la proteina relacionada con el receptor de lipoproteina de baja densidad 1
(LRP1) e inhibir el efecto citotéxico del TNFa con mayor eficacia debido a su estructura
dimérica.

La transformacion estable de células CHO permitio la expresion de la MTV, que luego se
purificé mediante cromatografia de afinidad a iones metalicos con un alto nivel de pureza.
Las mutaciones realizadas al dominio VEGF de MTV evitaron las actividades de
proliferacion celular y angiogénica analizadas por ensayos de cierre de herida en células
ECV304 y generacién de vasos en anillos aérticos, respectivamente. Las interacciones
entre las moléculas MTV-TNFa y MTV-LRP1 mostraron alta afinidad por termoforesis a
microescala, y se observo un aumento significativo de la supervivencia celular tras bloquear
el TNFa con MTV en un ensayo de citotoxicidad celular. La union y posible internalizacion
de MTV en células endoteliales bEnd3 se demostré mediante inmunocitoquimica.
Adicionalmente, se identificaron anticuerpos de dominio uUnico (dAbs) afines a LRP1
mediante exposicion antigénica en la superficie de fagos filamentosos (phage display). La
transcitosis de estos fragmentos de anticuerpos a través de la BHE se demostré en modelo
in vitro de BHE. Este estudio evidencié el funcionamiento de los tres dominios que
componen la MTV, estableciéndola como candidato potencial para el tratamiento sistémico
de los trastornos neuroldgicos. La identificacion de dAbs que atraviesan la BHE constituye
un hallazgo significativo, debido a que pudiesen sustituir al angiopeptido-2 en la molécula
MTYV o pudiesen utilizarse para conjugarlos a otros agentes terapéuticos para su accion en
el sistema nervioso central.
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ABSTRACT

Tumor necrosis factor-alpha (TNFa) inhibitors could prevent neurological disorders, but
their design generally relies on molecules unable to cross the blood-brain barrier (BBB).
This research was aimed to design and characterize a novel TNFa inhibitor composed
from three domains: angiopeptide-2 as the BBB shuttle molecule, the extracellular
domain of human TNFa receptor 2 to block TNFa, and a vascular endothelial growth
factor (VEGF) dimerization domain with mutations to eliminate its angiogenic activity. This
novel chimeric protein (MTV) would be able to trigger transcytosis through BBB via low-
density lipoprotein receptor-related protein 1 (LRP1) and inhibit the cytotoxic effect of
TNFa more effectively due to its dimeric structure.

Stable transformation of CHO cells allowed the expression of MTV, which was then
purified by Immobilized-Metal Affinity Chromatography rendered high purity degree.
Mutations made to the VEGF domain included in MTV prevented cell proliferation and
angiogenic activities measured by scratch assays in ECV304 cells and vessel generation
in aortic rings, respectively. These results demonstrated that the function of this domain
is restricted to dimerization only. Interactions between MTV-TNFa and MTV-LRP1
molecules showed high affinity by microscale thermophoresis, and a significant increase
in cell survival was observed after blocking TNFa with MTV in a cell cytotoxicity assay.
Binding and possible internalization of MTV in bEnd3 cells was demonstrated by
immunocytochemistry. Additionally, single domain antibodies (dAbs) targeting to LRP1
were identified by antigenic exposure on the surface of filamentous phages (phage
display). Transcytosis of these antibody fragments across the BBB was demonstrated in
an in vitro BBB model. This study evidenced the functioning of the three MTV's domains,
establishing it as a potential candidate for systemic treatment of neurological disorders.
The identification of dAbs that cross the BBB is a significant finding because they could
substitute for angiopeptide-2 in the MTV molecule or could be used to conjugate to other
therapeutic agents for action in the central nervous system.
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I. INTRODUCCION

El factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) es una citoquina pleiotrépica que
participa en la inflamacion y defensa contra agentes infecciosos y tumores'-2. En
el sistema nervioso central, el TNFa es expresado por neuronas y células gliales
con funciones homeostaticas y patolégicas. En condiciones patologicas, la
microglia libera grandes cantidades de TNFa, un componente importante de la
respuesta neuroinflamatoria asociada con diversos trastornos neuroldgicos,
incluyendo isquemia3“, lesion cerebral traumatica®, esclerosis multiple®,
enfermedad de Alzheimer’® y enfermedad de Parkinson®'".

La contribucion del TNFa a la patogénesis de las enfermedades neurologicas
convierte la inhibicion de TNFa en una alternativa terapéutica. Los medicamentos
anti-TNF (TNFI) se han utilizado en la clinica durante casi 20 afios para el
tratamiento de patologias autoinmunes. El gran tamafo de los actuales TNFI
impiden su paso a través de la barrera hematoencefalica (BHE), y por lo tanto su
aplicacidon en el tratamiento de enfermedades neuroldgicas. Algunos estudios
han evaluado la administracion de TNFI intracraneal'?, intratecal’>'s o
periespinalmente’®. A pesar de que se han observado mejoras cognitivas en los

pacientes tratados'” las enfermedades neurodegenerativas crénicas como la



enfermedad de Alzheimer requieren tratamiento a largo plazo, lo que hace que
estas vias de administracién sean poco practicas o seguras.

Uno de los enfoques mas prometedores para facilitar el paso de las moléculas
terapéuticas desde la circulacion sistémica al sistema nervioso central (SNC) es
su union fisica a un caballo de Troya molecular (MTH, de sus siglas en inglés,
Molecular Trojan Horse), que son anticuerpos monoclonales o péptidos que se
unen a un receptor en el lado apical de la BHE permitiendo su transcitosis al
SNC'8. El Angiopétido-2 es uno de los primeros péptidos reportados como MTH.
Esta molécula fue disefiada para cruzar las células endoteliales de la BHE a
través de transcitosis mediada por la proteina 1 relacionada con el receptor de
lipoproteina de baja densidad (LRP1), un receptor altamente expresado en
células endoteliales que conforman los microvasos del cerebro (BMECs)'9-?2, El
Angiopéptido-2 tiene una capacidad aumentada de penetracién cerebral,
demostrada en modelo in vitro de BHE y perfusion cerebral in situ en ratones?":
23, Ademas, este péptido ha sido explotado como ligando para el paso de genes
dirigidos al cerebro?* y conjugado con paclitaxel para el tratamiento de metastasis
cerebrales de cancer de mama, actualmente en ensayo clinico?.

En el presente trabajo se describe el disefio y la caracterizacion de la proteina
recombinante, MTV, como un nuevo inhibidor biolégico de TNFa dimérico y con

capacidad potencial de atravesar la BHE. El disefio incluye la fusiéon del dominio



extracelular del TNFR2 como dominio TNFI, Angiopéptido-226 como Caballo de
Troya Molecular, y un dominio VEGF mutado para lograr la dimerizacion de la
molécula. Complementariamente, se utilizé la técnica de phage display para
obtener anticuerpos de dominio unico con capacidad de mediar transcitosis en
células endoteliales mediante LRP1. Estos ligandos pueden ser utilizados para
sustituir al Angiopéptido-2 en la molécula recombinante o para mediar el paso de

otros agentes terapéuticos al sistema nervioso central.



Il MARCO TEORICO

2.1 Factor de Necrosis tumoral.

2.1.1 Estructura y funcion

El factor de necrosis tumoral alfa (TNFa de sus siglas en inglés, Tumor necrosis
factor) fue descrito en 1975 por Carswell y colaboradores como una proteina
sérica producida tras una infeccion bacteriana'. Esta proteina ocasionaba
necrosis hemorragica en tumores animales, a lo que debe su nombre'. El TNFa
es una citoquina pleiotrépica que participa en la inflamacion y la defensa contra
agentes infecciosos y tumores? 2. Esta molécula es producida por células del
sistema inmune, principalmente por macréfagos activados?®. Se expresa como
una proteina transmembrana de 26 kDa que se dispone formando
homotrimeros?®, la que es clivada por la enzima convertidora de TNFa
(TACE/ADAM17) liberando el trimero soluble de TNFa®. Paralelamente, el
dominio intracelular del TNFa transmembrana (tmTNFa) puede ser escindido por
las enzimas SPPL2a y SPPL2b, y transportado al nucleo celular para promover

la expresién de genes (IL-1 e IL-12)31-32.26,
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Figura 1.Ruta de senalizacion de TNFa.

TNFa es producido como una proteina transmembrana (tmTNFa), mediante cortes proteoliticos
por la enzima convertidora de TNFa (TACE) se liberan la forma soluble de TNFa (sTNFa) y su
dominio intracelular. EI TNFa lleva a cabo sus funciones como ligando al interactuar con los
receptores TNFR1 y TNFR2. Segun el tipo de célula diana y el microambiente, la sefializacion de
TNFa desencadena muerte, proliferacion o sobrevivencia celular, y expresion de genes
relacionados con inflamacién y defensa del organismo. Figura creada en Biorender.com.

Estructuralmente, cada mondmero de 17 kDa que compone la forma soluble de
TNFa consta de dos hojas beta, cada una formada por cuatro cadenas beta en
posicion antiparalela, formando una estructura tipo sandwich que es tipica de la
familia de TNF33, Los trimeros de TNFa ejercen su funcion al interactuar con sus
receptores TNFR1 (CD120a, p55/60) y TNFR2 (CD120b, p75/80). Los receptores
de TNFaq, al entrar en contacto con su ligando, se agregan formando trimeros que
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se unen al homotrimero central de TNFa3*35. Los receptores de TNFa son
glicoproteinas con una region extracelular, que contiene 4 dominios ricos en
Cisteina implicados en la interaccion con el ligando, una region transmembrana,
y una region intracelular responsable de reclutar proteinas del citosol que inician
la sefializacion3®.

TNFR1 es una glicoproteina de 55 kDa, se expresa en la mayoria de los tejidos,
y se activa tanto por la forma soluble de TNFa como por el TNFa de membrana.
La region intracelular de este receptor presenta un dominio de muerte cercano al
extremo carboxilo terminal®’-38, necesario para la sefalizacion del receptor
activado. TNFR2 es una proteina transmembrana de 75 kDa. Este receptor es
expresado por tipos celulares especificos, tales como neuronas, células
endoteliales y células del sistema inmunolégico, y responde solamente al TNFa
de membrana®’. El TNFR2 carece de dominio de muerte en la region intracelular,
por lo que no puede inducir la muerte celular programada directamente38. Ambos
receptores activan vias de sefalizacién que desencadenan la activacion de los
factores de transcripciéon NF-kB y AP-1. Sélo el TNFR1 induce muerte celular por
apoptosis o necroptosis?” 2 (Figura 1). EI TNFa promueve procesos de
proliferacion, sobrevivencia, muerte celular y expresibn de genes pro-
inflamatorios dependiendo del tipo de célula y el microambiente en que se

encuentre? 40



2.1.2 Factor de Necrosis Tumoral alfa y su papel en la neuroinflamacién.

El término neuroinflamacion se utiliza para denotar las respuestas celulares e
inflamatorias del tejido neuronal vascularizado mediante la activacion de las
células residentes en el cerebro (microglia, astrocitos y células endoteliales), el
reclutamiento de leucocitos derivados de la sangre, incluyendo neutrofilos,
linfocitos y macréfagos, y una serie de factores humorales*’#?. La
neuroinflamacion ademas denota la inflamacion asociada al cerebro y se
caracteriza por la activaciéon de la microglia y la expresion de los principales
mediadores inflamatorios sin los rasgos tipicos de la inflamacion periférica*3.

En el sistema nervioso central, el TNFa es expresado por las neuronas y las
células gliales ejerciendo funciones tanto homeostaticas como fisiopatologicas*“.
En condiciones patoldgicas, la microglia libera grandes cantidades de TNFa que
constituye un componente importante de la llamada respuesta neuroinflamatoria
asociada a varios trastornos neurologicos. La generacién y liberacion de TNFa
es inducida por diversos estimulos celulares, que incluyen infeccion bacteriana o
viral, lesion cerebral aguda o infarto cerebral y la formacion de agregados
proteicos en trastornos neurodegenerativos cronicos, como el péptido 3-amiloide
en la enfermedad de Alzheimer (EA) y synucleina en la enfermedad de

Parkinson*°.



Se han encontrado niveles elevados de TNFa asociados a varios trastornos
neuroldgicos que incluyen isquemia* 3, lesion cerebral traumatica®, esclerosis
multiple 46-4%- ¢ enfermedad de Alzheimer "8 y enfermedad de Parkinson®''. La
activacion de la microglia y la liberacion de mediadores inflamatorios contribuyen
a la patogénesis de estas enfermedades, induciendo muerte neuronal que a su

vez induce inflamacion generandose un circulo vicioso®.

Neurona

IL1, INF, ROS,
TNFa

Microglia
en reactiva

Infeccidn bacterian o viral, lesidon

crebral aguda; Infarto cerebral,
agregados protéicos (AB, Synucleina)

Figura 2. Mecanismo molecular del TNFa en la neuroinflamacion.

(). Degeneracion del axon y cuerpo neuronal mediada por afectacion actividad mitocondrial y
reduccion del ATP y subsecuente activacion de enzimas de degradacion. (ll). TNFa puede inducir
citotoxicidad mediada por glutamato ya sea aumentando la produccién de glutamato en microglia
mediante la sobreexpresion de Glutaminasa, inhibiendo la recaptura de glutamato en astrocitos,
o directamente aumentando la ubicacién de receptores ionotrépicos AMPA y NMDA vy
disminuyendo la expresion de receptores inhibidores de GABA en la sinapsis. (lll). El TNFa,
producido en microglias y astrocitos, actua sobre las neuronas provocando degeneracion y
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muerte celular, e induciendo estado reactivo en las microglias en reposo. Figura creada en
Biorender.com.

Ensayos en cultivos primarios de neuronas de hipocampo de raton demostraron
que TNFa induce muerte celular por un mecanismo dependiente de TNFR1
mediado por la translocacion del factor de transcripcion NF-kB®'. La
degeneracion del axon y del cuerpo celular neuronal mediada por TNFa involucra
varios mecanismos moleculares. Estudios recientes sugieren que el TNFa
provoca efectos neurotoxicos al inducir disfuncidén mitocondrial mediada por la
sefalizacion de TNFR1%2, que activa la caspasa 8 y conduce a la liberacion de
citocromo C%3. El 6xido nitrico (NO) producido por los macréfagos y la microglia
reactiva puede inhibir la respiracion celular normal y la produccién de ATP
mitocondrial en las neuronas. Las reducciones en la produccion de ATP neuronal
pueden provocar el fallo de la bomba de Na*/K*. Los aumentos subsiguientes de
las concentraciones intracelulares de Na* conducen a un funcionamiento inverso
del intercambiador Na*/Ca?* y a la apertura de canales de Ca?* sensibles al
voltaje, lo que da lugar a un aumento del Ca?* intra-axonal. Esto, a su vez, puede
activar las enzimas de degradacion (proteasas, fosfolipasas y calpainas), o que
da lugar a un mayor dafio neuronal o axonal y a una disminucion de la produccién
de ATP®%? (Figura 2-1). La microglia y los macréfagos reclutados en la zona
producen glutamato, que puede interactuar con los receptores NMDA o AMPA,

que también causan un aumento del Ca?* intracelular. Adicionalmente TNFa
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puede potenciar la citotoxicidad mediada por Glutamato® por vias
complementarias: indirectamente por inhibicién de la recaptura y la degradacién
del glutamato en el astrocito, acompanado de una expresion reducida de la
glutamina sintasa (GS) y la glutamato deshidrogenasa (GDH)®°, incrementando
la produccion de Glutamato en las microglias debido a sobreexpresion de
glutaminasa®-" y directamente, desencadenando en neuronas la expresion de
receptores AMPA permeables a Ca?*, receptores NMDA e inhibiendo la expresion
de receptores GABA%-% y promoviendo la liberacion de glutamato por
hemicanales de gap junction via TNFR1%¢ (Figura 2-Il). EI TNFa, producido en
microglias y astrocitos, actua sobre las neuronas provocando degeneracion y
muerte celular, lo que induce un estado reactivo en las microglias en reposo y de
esta manera auto-perpetuacion del ciclo (Figura 2-111).

Por otra parte, el TNFa también tiene efectos en aspectos de la transmision
sindptica y la plasticidad®®. La aplicacion de TNFa exdgeno a laminas de
hipocampo de rata Wistar , disminuye la generacién de potenciacion a largo plazo
(LTP, de sus siglas en inglés, long-term potentiation) de manera dosis
dependiente®'-%3, Ademas, se observo que la sefializacion por TNFa afecta la
generacion de depresion a largo plazo (LTD, de sus siglas en inglés, long-term
depression), lo que fue evidenciado en laminas de hipocampo de ratones

deficientes de receptores para TNFa, al no observarse respuesta en neuronas
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piramidales CA1 tras estimulacion de colaterales de Schaffer?. La sefializacion
TNFo/TNFR1 puede ser suficiente para inducir cambios dependientes de la
region del SNC tanto en la conectividad sinaptica como en la expresion del BDNF
en condiciones de dolor neuropatico®. EI TNFa reduce las longitudes de las
dendritas basales y el numero de puntos de ramificacion en neuronas piramidales
CA1, mientras que aumenta significativamente la longitud total de las dendritas y
el numero de puntos de ramificacion de las dendritas en las neuronas neurokinin-
1-positivas (NK1-PNs) en la lamina espinal I, que es critico para el desarrollo del

dolor neuropatico®.

2.1.1 Agentes bloqueadores de TNFa
Los farmacos anti-TNFa se han utilizado en la clinica durante casi 20 afios para
el tratamiento de patologias asociadas a altos niveles de esta citoquina, como la
artritis reumatoide®®-%’, la espondilitis anquilosante, la artritis psoriasica®7°, la
enfermedad de Crohn”"'-"2 entre otras. Entre las alternativas de tratamiento para
estas patologias se encuentran agentes biologicos bloqueadores de TNFa (TNFI,
de sus siglas en inglés, Tumor necrosis alpha inhibitor). En la actualidad existen
cinco agentes bioldgicos bloqueadores de TNFa aprobados por la FDA (Food and

Drug Administration, USA) (Figura 3)"3 que son:
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e Infliximab (Remicade®): anticuerpo monoclonal quimérico que posee la
region constante de inmunoglobulina G (IgG) humana y la region variable
de origen murino. El uso de Infliximab esta indicado para el tratamiento de
pacientes que padecen artritis reumatoide, espondilitis anquilosante,
enfermedad de Crohn, colitis ulcerosa, artritis psoriasica y psoriasis.

e Adalimumab (Humira ®): anticuerpo monoclonal humano tipo IgG subclase
1 (IgG1) especifico para el TNFa humano. Este anticuerpo se identifico
mediante la tecnologia de Phage display y es producido en células de ovario
de hamster chino (CHO, de sus siglas en inglés, Chinese hamster ovary).
Adalimumab esta indicado en el tratamiento de artritis reumatoide, artritis
idiopatica juvenil, espondilitis anquilosante, psoriasis, artritis psoriasica,
colitis ulcerosa, enfermedad de Crohn, hidradenitis supurativa y uveitis.

o Etanercept (Enbrel®): proteina de fusién que consiste en dos cadenas
idénticas del dominio extracelular del TNFR2 unidas al fragmento
cristalizable (Fc) de IgG1 humana. Esta proteina de fusion es producida
mediante la tecnologia de ADN recombinante en cultivos de células CHO.
El tratamiento con Etanercept esta aprobado para pacientes que padecen
artritis reumatoide, artritis idiopatica juvenil, espondilitis anquilosante, artritis
psoriasica y psoriasis.

e Certolizumab pegol (Cimzia®): fragmento de anticuerpo (Fab’)
humanizado, producido en Escherichia coli, y posteriormente pegilado.
Cimzia™ esta aprobado para el tratamiento de artritis reumatoide, psoriasis,
artritis psoriasica, espondilitis anquilosante y enfermedad de Crohn.

e Golimumab (Simponi®): anticuerpo monoclonal humano de clase IgG1. Es
producido en células de hibridoma murino. Este anticuerpo esta aprobado
para el tratamiento de pacientes con artritis reumatoide, artritis psoriasica,
espondilitis anquilosante y colitis ulcerosa.
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Figura 3. Representacion esquematica de los bloqueadores de TNFa aprobados por la FDA.
Infliximab, anticuerpo monoclonal quimérico; Adalimumab y Golimumab, anticuerpos
monoclonales IgG1 humanos; Etanercept, proteina de fusion del dominio extracelular del TNFR2
humano y Fc de IgG1 humano; y Certolizumab pegol, un fragmento de anticuerpo humanizado y
pegilado. Fab: Fragmento de unién al antigeno. Fc: Fragmento cristalizable. Fv: Fragmento
hipervariable. Figura creada en Biorender.com.

El principal mecanismo de accién de todos los biofarmacos descritos es unir
especificamente TNFa, tanto en su forma soluble como transmembrana, y
prevenir la interaccion con sus receptores’® 74, Todos los biofarmacos se unen a
TNFa con alta afinidad, reportandose valores de constante de disociacién (Kd)
entre 10 y 250 pM para la interaccién con TNFa soluble’>"7, y valores entre 0.4 y
15.5 nM para la interaccion con TNFa transmembrana’®7¢. Dependiendo de su
estructura y forma de interaccion con la diana, los bloqueadores de TNFa tienen

mecanismos de accion adicionales. Las moléculas que tienen en su estructura la
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region Fc de IgG promueven funciones relacionadas a ella, y de este modo
inducen lisis en células que expresan TNFa transmembrana mediante la
activacion del complemento (CDC, de sus siglas en inglés, Complement-
Dependent Cytotoxicity) y la citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos
(ADCC, de sus siglas en inglés, Antibody-Dependent Cell-Mediated Cytotoxicity)
4. Por otra parte, se ha descrito que algunos bloqueadores de TNFa activan la
sefalizacion reversa del TNFa transmembrana. Con excepcidn de Etanercept,
los bloqueadores de TNFa inducen la muerte y arresto del ciclo celular de células
T que expresan TNFa transmembrana®’- 8 y promueven la expresion de TGF-B
en macrofagos’8. Las diferencias en los mecanismos de accion de los
bloqueadores de TNFa explican las diferencias en la eficacia de estas moléculas
en las distintas enfermedades inflamatorias autoinmunes.

Infliximab se une a las formas de mondmero y trimero de TNFa soluble, mientras
que Etanercept se une solo a la forma trimérica®!. Cada molécula de Infliximab
es capaz de unirse a dos moléculas de TNFa, y hasta tres moléculas de infliximab
pueden unirse a cada homotrimero de TNFa. Por el contrario, Etanercept forma
complejo 1:1 con el trimero TNFa®', aunque se han descrito estequiometria 1:2,
TNFa-Etanercept, en presencia de exceso de Etanercept®?-83. La naturaleza

dimérica de Etanercept permite su union a moléculas de TNFa libres o ligadas al
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receptor con una afinidad de 50 a 1000 veces mayor comparada a la forma

monomérica del TNFR, de ahi la efectividad en su actividad inhibitoria de TNFa®4.

21.1.1 Bloqueadores de TNFa en el tratamiento de enfermedades

neurologicas

La mayoria de los trastornos neuroldgicos podrian tratarse con éxito con
biofarmacos recombinantes. Existe vasta evidencia que muestra el potencial de
estos farmacos para el tratamiento de patologias cerebrales. Los factores
neurotroéficos, (NGF, de sus siglas en inglés, Nerve growth factor) y BDNF (Brain-
derived neurotrophic factor), han demostrado su capacidad para regular la
supervivencia neuronal y la proliferacién, y para mantener las redes dendriticas
y axonales, asi como la plasticidad sinaptica®®-®. Varios ensayos preclinicos y
clinicos han mostrado resultados alentadores en el tratamiento de la enfermedad
de Parkinson cuando se administraron periespinalmente ligandos de la familia
factor neurotrofico derivado de lineas celulares gliales®”-%8 (GDNF, de sus siglas
en inglés, Glial derivate neurotrophic factor). Recientemente, también se han
obtenido resultados exitosos cuando los ligandos de la familia GDNF se
administraron mediante conveccion intraputamental a través de un puerto
transcutdneo montado en el craneo®. Los experimentos en ratas también
demuestran que la eritropoyetina humana recombinante previene la apoptosis

neuronal dentro de la penumbra isquémica y reduce el volumen infarto®-°1.
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Existen pocos estudios que investiguen el uso de farmacos bloqueadores de
TNFa para prevenir o tratar desordenes neurologicos. Considerando que los
TNFI biolégicos son de gran tamaio y no cruzan la barrera hematoencefalica, en
estos estudios se realizd la administracion intracraneal'?, intratecal'* 13 92 o
periespinal®® de los farmacos. Como resultado se observo mejoria cognitiva en
los pacientes tratados. Existe un numero significativo de resultados y testimonios
qgue indican que, en pacientes con enfermedad de Alzheimer, la administracion
periespinal de Etanercept induce mejoras notables en el aprendizaje, la memoria

y la fluidez verbal desde los primeros minutos después de la administracién® 1¢-

17,95

El tratamiento de enfermedades neurodegenerativas cronicas como la EA
requiere un tratamiento a largo plazo, lo que hace que estas vias de
administracion no sean practicas ni seguras. Si los biofarmacos anti-TNFa se van
a emplear para el tratamiento de enfermedades neurolégicas deben ser
modificados para permitir su paso a través de la BHE tras administracion
sistémica mediante su fusion a un “Caballo de Troya Molecular” (MTH, de sus

siglas en inglés, Molecular trojan horse).

2.2Dominio de dimerizacion VEGF
El Factor de Crecimiento del Endotelio Vascular (VEGF), también denominado

VEGF-A, es un potente agente mitogénico para las células del endotelio vascular.
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Esta proteina sefializadora que pertenece a la familia VEGF, constituida por siete
miembros: VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, VEGF-F y PIGF
(Factor de Crecimiento Placentario). VEGF-A es el miembro mas caracterizado
de la familia VEGF, el que se encuentra presente en las isoformas VEGF121,
VEGF 165, VEGF 189, y VEGF206 (el subindice denota el numero de aminoacidos),

generadas por splicing alternativo de los exones codificantes®-97.

En la estructura de cada monodmero se observan siete segmentos de lamina B y
2 de hélice a, ademas de tres puentes disulfuro (Figura 4A). Esta familia de
factores de crecimiento se caracterizan por compartir una regiéon aminoacidica
central estructurada en forma de un motivo tipo “nudo de Cisteinas”. Esta region
esta formada por un enlace disulfuro entre los residuos Cis26-Cis68 que pasa a
través de una conformacién cerrada por la presencia de los enlaces disulfuro
Cis57-Cis102 y Cis61-Cis104 (Figura 4B). Desde este motivo se extiende una
estructura secundaria tipo lamina B compuesta por 4 hebras interconectadas por
tres bucles denominados LI, LIl y LIll, que se encuentran expuestos hacia el
solvente (Figura 4). El nucleo de Cisteina proporciona una excelente resistencia
proteolitica y estabilidad térmica a estos factores de crecimiento. Los analisis de
estabilidad termodinamica y térmica de diferentes mutantes de enlaces disulfuro

del VEGF-A, realizados por Muller y col®’, demostraron que el nudo de Cisteina
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es responsable de la estabilizacion entrépica de la molécula y que ninguno de los

puentes de disulfuro aumenta la estabilidad termodinamica del VEGF-A%.

Figura 4. Representacion de la estructura tridimensional del Factor de Crecimiento del
Endotelio Vascular.

A. Representacion en cinta de la estructura del dominio del VEGF de unién a los receptores. Los
elementos de la estructura secundaria de un monémero estan etiquetados: a1 (residuos 16-24),
B1(27-34), a2 (35-39), B2 (46-48), B3 (51-58), B4 (67-69), B5 (73-83), B6 (89-99) y B7 (103-105).
Un monémero del dimero se muestra en azul y el otro en rojo; los enlaces disulfuro se muestran
en blanco y los atomos de azufre en amarillo. Figura tomada de Muller, 1997. B. Representacion
esquematica del “nudo de Cisteina” tipico de los factores de crecimiento. Los residuos de
Cisteina involucrados se marcaron del | al VI y los puentes disulfuro se muestran con lineas
punteadas. Figura tomada de Lyer 2011.

El VEGF-A se secreta en forma de homodimeros glicosilados anti-paralelos
interconectados por dos enlaces disulfuro formados por los residuos Cis51 y

Cis60%. Este ligando ejerce su funcion cuando se une en la superficie celular a
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los receptores de la familia de la tirosina quinasa, proteinas transmembrana. Los
miembros de esta familia de receptores corresponden a VEGFR-1 6 Flt-1 en
ratones (de sus siglas en inglés, fms-like tyrosine kinase), VEGFR-2 (6 KDR de
sus siglas en inglés; Kinase insert Domain Receptor en humanos y Flk1; Fetal
liver kinase-1, en ratones) (Figura 5A). KDR es el principal mediador de los
efectos mitogénicos, migratorios, anti-apoptéticos y angiogénicos del ligando
VEGF-A sobre las células endoteliales. Flt-1 se une al VEGF con una afinidad 50
veces mayor que la KDR. Sin embargo, KDR domina la respuesta angiogénica®°.

\ J =

Dominio de
union al VEGF,
similar al Ig

Dominio
Tirosina kinasa

VEGFR1 (FIt-1)
VEGFR2 (KDR/Flk-1) .
ANGIOGENESIS

A B

Figura 5. Senalizacion del factor de crecimiento del endotelio vascular.

A. Estructura representativa de los receptores de tirosina quinasa del factor de crecimiento
endotelial vascular (VEGF). La familia de receptores del VEGF esta representada por siete bucles
similares a la inmunoglobulina en el dominio extracelular, que se unen al VEGF. Dos receptores
VEGF forman un dimero para activar la autofosforilacion de los residuos de tirosina en el dominio
citoplasmatico. Ig: inmunoglobulina; VEGF: factor de crecimiento del endotelio vascular; VEGFR:
Receptor de VEGF, P: residuo de tirosina fosforilada. B. Diagrama de los sitios de union del VEGF
a los receptores KDR y Flt-1. El sitio que media la unién a KDR esta compuesto por residuos a
aminoacidos basicos (region 82-86). El sitio que media de union al receptor Flt-1 estd compuesto
por residuos acidos (region 63-67). Figura creada en Biorender.com
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La dimerizacion del VEGF conduce a una estructura alargada con tres bucles
superficiales que se agrupan en cada extremo de la molécula. Los bucles
superficiales, LI al LI, incluyen los aminoacidos desde 36 al 46, 61 al 68 y 84 al
87, respectivamente. El bucle LII, que incluye los residuos Asp63, Glu64 y Glu67
que media la uniéon del VEGF predominantemente a Flt-1, conforma una
superficie cargada negativamente en el final de cada mondmero (Figura 5B,
abajo). En contraste, el bucle LIII que incluye los residuos Arg82, Lys84 y His86,
que media predominatemente la union al receptor KDR, conforma una superficie
cargada positivamente en el otro extremo del mondémero'" 97 9 (Figura 5B,
arriba). Estudios de mutagénesis por sustitucion con Alanina mostraron que el
triple mutante de VEGF, R82A/K84A/H86A, disminuye 1000 veces la afinidad por
el receptor KDR comparado con el VEGF no modificado. Dicho resultado esta en
correspondencia con una disminucion de 20 veces en la potencia mitogénica in
vitro del mutante R82A/K84A/H86A respecto al VEGF wild type'®?. Sin embargo
el triple mutante D63A/EG4A/EG7A, con una union 30 veces disminuida por el

receptor Flt-1, posee una actividad mitogénica intacta'®2.

2.2Caballos de Troya Moleculares para el paso de drogas a través de BHE

A pesar de su enorme potencial, el uso de biofarmacos recombinantes para el

tratamiento de trastornos neuroldgicos esta lejos de ser plenamente explotado.
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La barrera hematoencefalica representa el principal obstaculo para la
administracion de medicamentos en el sistema nervioso central (SNC). La BHE
es una estructura microvascular compleja, formada por células endoteliales, los
pericitos, la lamina basal abluminal, los astrocitos perivasculares y la microglia.
En los capilares cerebrales, las células endoteliales microvasculares del cerebro
(BMECs, de sus siglas en inglés, Brain microvascular endothelial cell) estan
conectadas por uniones estrechas, bloqueando el transporte paracelular de
solutos de alta y baja masa molecular desde la sangre hasta el cerebro. Ademas,
la falta de fenestraciones y la baja actividad pinocitica de las BMECs inhiben el
paso transcelular de moléculas a través de la barrera'®. Estas funciones
fenotipicas unicas son el resultado de la interaccion con pericitos residentes en
el SNC, astrocitos, microglias y neuronas. Junto con las células endoteliales,
estos tipos de células forman la llamada "unidad neurovascular''®*. La BHE
impide el acceso al cerebro del 98 % de las moléculas pequenas y casi del 100
% de los farmacos terapéuticos de mayor tamafio'%%-1%7, Para los anticuerpos, se
estima que solo alrededor del 0.1- 0.2 % pasa del torrente sanguineo al

cerebro'98,

Uno de los enfoques mas prometedores para facilitar el paso de las moléculas
terapéuticas de la circulacion sistémica al cerebro es su union fisica a una

molécula lanzadera de BHE'?°. De acuerdo con este principio se han desarrollado
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moléculas quiméricas o complejos terapéuticos para cruzar la BHE a través de
diferentes mecanismos. Entre ellos, el transporte mediado por transportador''%-
11 transcitosis absortiva''>'15, transcitosis mediada por células''®'"7 y la
transcitosis mediada por receptores (RMT, de sus siglas en inglés, receptor-

mediated transcytosis)'® 21 118-120

La RMT se ha utilizado con éxito para la administracion no invasiva de farmacos
al sistema nervioso central. EI mecanismo implica la fusién de la molécula
terapéutica a un anticuerpo o péptido que se une al receptor en el lado apical del
BHE y activa la transcitosis. Por lo tanto, este anticuerpo, fragmento de
anticuerpos o péptido funciona como una especie de “Caballo de Troya
Molecular” (MTH, de sus siglas en inglés, Molecular trojan horse), permitiendo el

paso de agentes terapéuticos a través del BHE'® 121

El proceso de transcitosis de péptidos y proteinas se describe como un
movimiento vectorial de moléculas dentro de las vesiculas endociticas, desde el
lado apical de la célula del endotelio vascular hacia el lado luminal donde se
produce la exocitosis. Las células endoteliales de la BHE poseen dos categorias
fundamentales de vesiculas endociticas: (i) las revestidas con Clatrina que estan
en mayor proporcidn, y permiten la mayoria de la endocitosis mediada por

receptor, y (ii) las caveolas, que pueden mediar tanto la endocitosis absortiva no
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selectiva de proteinas extracelulares como el trafico de algunos receptores de
membrana, pero presentan baja ocurrencia en los capilares cerebrales'??.
Idealmente, los MTH deben dirigirse a receptores con altos niveles de expresion
en el lado apical de la vasculatura cerebral y que faciliten la transcitosis y no la
endocitosis. Adicionalmente, la unidén del MTH al receptor de la BHE debe tener
alta afinidad (baja Kd) y mantenerse tras su fusion al biofarmaco'?®. Existe varios
receptores altamente expresados en las BMECs que media la RMT, incluyendo
el receptor de insulina (IR), el receptor de Transferrina (TfR) y la proteina 1
relacionada con el receptor de lipoproteina de baja densidad (LRP1)'?".

Las primeras aproximaciones para el paso de drogas al SNC se desarrollaron en
la década de los 90 e incluyeron la conjugacion de biofarmacos o nanoparticulas
que contenian un anticuerpo monoclonal dirigido a receptores ubicados en la cara
apical de las células del endotelio vascular de la BHE, como el receptor de
Transferrina y el receptor de Insulina’?4-126. 18 Estudios realizados por Pardridge
y col. con anticuerpo monoclonal (mAb) contra el receptor de la insulina, lograron
traspasar la BHE con un péptido radiomarcado '25I-Abetai.40 %7, asi como su
forma quimérica raton/humano en cerebro de primates tras administracion
intravenosa'?®. Trabajos del afio 2014 describen su posible empleo como terapia
de reemplazo para el tratamiento de Mucopolysacaridosis tipo IlIA, al fusionar

dicho mAb a la enzima lisosomal Sulfamidasa''®. El sistema de transcitosis
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mediada por receptor mas estudiado es el del receptor de transferrina (TfR). Con
estos mAb contra TfR, se ha logrado el paso de nanoparticulas de Albumina de
suero humana (HSA) para la liberacion en cerebro de Loperamida, que de
manera natural es incapaz de atravesar la BHE'?% 126, En 2014 se evidencio in
vitro e in vivo de que la union monovalente de mAb contra TfR, facilita el
transporte transcelular de anticuerpos contra el péptido B-Amiloide a través de la
BHE, lo que disminuy0 significativamente en los depdsitos de amiloide 0.

Investigaciones recientes han desarrollado TNFI biolégicos que penetran la BHE
tras administracion sistémica, mediante la fusion del dominio extracelular del
TNFR2 y anticuerpo monoclonal quimérico contra el receptor de Insulina humana
(HIRmADb)'3' o anticuerpo monoclonal contra receptor de transferrina de ratén
(TfRmADb)'32, La incorporacion de la proteina de fusion HIRmAb-TNFR2 en mono
Rhesus es mayor del 3 % de la dosis inyectada, mientras que Etanercept,
(dominio extracelular de TNFR2 fusionado a regiéon Fc de IgG humana) no
atraviesa la BHE in vivo'®. La proteina de fusion TfRmAb-TNFR penetra el
cerebro de ratones en cantidades terapéuticamente relevantes tras
administracion intravenosa, intraperitoneal y subcutanea'*. Ademas, se ha
observado el efecto protector de TfRmAb-TNFR2 en modelo animal de

isquemia3S, Parkinson'*® y enfermedad de Alzheimer'’.

2.2.1 Angiopéptido-2
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Aunque el LRP1 se ha considerado principalmente como un receptor que
internaliza sus ligandos y los dirige a los lisosomas para su degradacion
proteolitica, estudios recientes han demostrado que el LRP1 también puede
transportar varios ligandos transcelularmente a través de la BHE, incluido el
péptido B amiloide' 138, RAP 139, activador tisular del plasmindgeno’° apoE2 y
apoE3 libres de lipidos y lipidados, asi como complejos de apoE2 y apoE3 con 3

amiloide?,

Con el objetivo de encontrar secuencias peptidicas que se unieran a LPR1 y
mediaran el transporte en la BHE, Demeule y col. en 2008 alinearon secuencias
de aminoacidos de ligandos conocidos de LRP1: Aprotinina, proteina precursora
de B-Amiloide e inhibidores de proteasas con dominios Kunitz. Como resultado
se obtuvo la identificacion y el disefio de una familia de péptidos, denominada
Angiopeps?3. Posteriormente se comprobo que el transporte y la acumulacion de
Angiopéptido-2 (TFFYGGSRGKRNNFKTEEY) en las células endoteliales
cerebrales pueden ser bloqueados por a2-macroglobulina, un ligando especifico
para LRP1, lo que indica que Angiopéptido-2 facilita la administraciéon de

farmacos dirigidos al cerebro a través de transcitosis mediada por LRP12".

El Angiopéptido-2 es uno de los primeros péptidos reportados como MTH, posee

una capacidad aumentada de transcitosis en la BHE, demostrada utilizando el
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modelo in vitro y mediante perfusion cerebral in situ en ratones?! 23
Adicionalmente, este péptido ha sido utilizado como ligando en nano particulas
funcionalizadas para la entrega eficaz de genes en cerebro?*, conjugado con
paclitaxel (GRN1005) para el tratamiento de metastasis cerebrales de cancer de
mama, ahora en ensayo clinico?®. Los datos in vivo e in vitro muestran que la tasa
de absorcidn del cerebro de GRN1005 es 86 veces mayor que paclitaxel.

La estrategia de funcionalizacion de nanoparticulas con Angiopéptido-2 e IP10-
EGFRuvlllscFv fue utilizada por Wang y col.,, en 2014, para lograr tanto la
acumulacion de las nanoparticulas en el tejido cerebral después de la inyeccién
intravenosa, como el reclutamiento de linfocitos T CD8+ activados en las células

del glioblastoma’".

2.3 Tecnologia Phage display

La tecnologia Phage display fue descrita por primera vez en 1985 por George P.
Smith (Premio Nobel de Quimica 2018)'4?, y se basa en dos aproximaciones:
e La expresion de péptidos o polipéptidos foraneos fusionados a proteinas
de la capsida de bacteridfagos filamentosos.
e La seleccion y enriquecimiento de los fagos que presentan una actividad

deseada.
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El bacteri6fago mas utilizado en Phage display es el M13, que se caracteriza por
tener un genoma circular de ADN de simple cadena de 6407 nucleétidos, el cual
esta protegido por una capsida proteica cilindrica. La capsida consiste en
aproximadamente 2700 copias de la proteina mayor pVIll, y sus extremos estan
cubiertos por tres a cinco copias de cada una de las proteinas menores plll, pVI,
pVIl y pIX (Figura 6A). Las proteinas mas utilizadas para la presentacion de
péptidos foraneos son plll y pVIll. El uso de la proteina plll permite la
presentacion de polipéptidos de hasta 43 aminoacidos, pero un bajo numero de
copias pueden exponerse. Mientras que la proteina pVIll generalmente es
utilizada para la presentacion multivalente de péptidos cortos (6 a 7
aminoacidos), para no alterar el ensamblaje de la capsida del fago'42.

La expresion de los péptidos foraneos se logra insertando el gen codificante del
péptido en el gen codificante de una de las proteinas de la capsida en un vector
fagémido, que consiste en un plasmido al que se le ha incorporado el origen de
replicacion de un fago filamentoso (f1). Las bibliotecas mas utilizadas son
aquellas de péptidos aleatorios, cuya construccion se logra con el uso de
oligonucledtidos sintéticos degenerados y su clonacion en el genoma del fago'#4.
El poder de esta tecnologia radica en la produccién de grandes y diversas
bibliotecas que pueden presentar hasta 10'° moléculas diferentes, y en la relacion

entre el fenotipo y el genotipo que existe en una misma particula viral'45-146,
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Una vez construida la biblioteca de Phage display, se realiza el proceso de
seleccidon de aquellos fagos que presentan péptidos que se unen a una diana
determinada o que tienen una actividad deseada. El proceso de seleccion es
conocido como Biopanning'#” e involucra los siguientes pasos (Figura 6B): (1)
Inmovilizacion de la molécula diana, que pueden incluir péptidos o proteinas,
como anticuerpos, receptores, enzimas u objetivos aun mas complejos, como
lineas celulares o tejidos, en un animal completo. (2) Exposicion de la biblioteca
a la diana, (3) Eliminacién de fagos no unidos, (4) Elucién de los fagos unidos a
la diana. Los fagos recuperados son amplificados tras infeccidén en la bacteria E.
Coliy utilizados para repetir el proceso de tres a seis veces. Luego, se secuencia

el ADN de los fagos seleccionados para identificar los péptidos de union a la

diana147, 144-145_
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Figura 6. Phage Display.
A. Representacion esquematica del bacteriofago M13. B. Diagrama del proceso de Biopanning.
Figura creada en Biorender.com.

Desde su introduccién, esta técnica ha revolucionado distintas areas en el
desarrollo de agentes terapéuticos debido a sus aplicaciones en los estudios de
la interaccion entre proteinas'#-14°_ |a determinacion de especificidad del sustrato
en la enzimologia'®, el desarrollo de moduladores de enzimas'®'-1%2 el
descubrimiento de nuevos farmacos contra enfermedades infecciosas'3 y en la
generacion de anticuerpos especificos'®*. Ademas, esta técnica es un método

barato y rapido para mapear el epitopo del antigeno que participa en la
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interaccién especifica con el anticuerpo'51%8, La identificacion de epitopos ha
sido esencial en el diagndstico, la inmunoterapia y el desarrollo de vacunas'®®
160, Las bibliotecas de fagos pueden contener ademas, ADN que codifique
proteinas con actividad biologica''-1%?, anticuerpos'®® o enzimas'®*. En otra
aproximacion, se han desarrollado vectores de fagos para suministrar genes

especificos en células de mamiferos como terapia génica'®®.

2.4.1 Presentacion de anticuerpos sobre fagos filamentosos

Los anticuerpos se han convertido en excelentes candidatos para la
investigacion, el diagnodstico y las aplicaciones terapéuticas debido a sus
caracteristicas de alta afinidad y especificidad'®®'%”. La mayoria de las
aplicaciones se basan en las moléculas convencionales de inmunoglobulina G
(IgG). Estos anticuerpos, producidos por los linfocitos B, constan de dos cadenas
pesadas y dos cadenas ligeras idénticas'®. El peso molecular de una IgG es de
aproximadamente 150 kDa, y es una molécula compleja formada por cadenas
pesadas Y ligeras, que juntas forman el sitio de union al antigeno'®® (Figura 7).
Sin embargo, algunas limitaciones de las IgG como su gran tamafo, su
complicada estructura, la larga y costosa produccion, su inestabilidad y la

necesidad de expresion en células de mamifero'?, crean numerosos problemas
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en las aplicaciones practicas. Un enfoque alternativo consiste en utilizar algunos
fragmentos de anticuerpos, como los fragmentos de union a antigeno (Fabs,
antigen-binding fragment) y los fragmentos variables de cadena unica (scFvs,

Single-chain variable fragment).

Single domain antibody
(dAbs o VH) Nanobody (Nb o VHH)

Fa ScFv
Camello

Llama
Fragmento de

X Tiburén
anticuerpo

Inmunoglobulina

Anticuerpos de cadena

pesada solamente (HCAbs)
Figura 7. Representacion esquematica de anticuerpos tradicionales, fragmentos de
anticuerpos Vs nanobodies (Nb) y anticuerpos de dominio tunico (dAbs).
Comparado las inmunoglobulinas tradicionales (150Kda) y los fragmentos de anticuerpos
(fragment antigen binding, Fab-50KDa y single-chain variable fragment, ScFv-27KDa) el peso
molecular de los Nanobodies (Nb) y single domain antibodies (dAbs)-14KDa es inferior. Los
nanobodies (Nb) pueden derivase de la cadena pesada (VHH) de los anticuerpos de cadena
pesada solamente (Heavy-chain only antibodies-HCAbs) que ocurren naturalmente en camellos,
llamas vy tiburones. V-variable, C-constante, L-ligera, H-pesada. Figura creada en
Biorender.com.

Con el rapido desarrollo de las técnicas de ingenieria genética, los Fabs (50 kDa)
y los scFvs (27 kDa) se han utilizado ampliamente como alternativas a los
anticuerpos clasicos (Figura 7) ya que estos fragmentos de anticuerpos pueden
mantener la especificidad hacia los antigenos. Los Fabs son la clase mas antigua

de fragmentos derivados de anticuerpos monoclonales, que extensamente
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caracterizados'”!. Debido a su gran tamario (50 kDa, aproximadamente), los
Fabs dan lugar a grandes moléculas oligoméricas'’?. Los scFvs son los
fragmentos intactos de union a antigeno mas pequefios que pueden derivarse de
una molécula IgG convencional'®®. Son fragmentos recombinantes de unién a
antigeno en los que las regiones variables de las cadenas ligeras y pesadas se
combinan en un unico polipéptido. El pequefio tamano de los scFv permite la
penetraciéon en sitios inaccesibles para los anticuerpos convencionales de
tamario completo, como los tumores'’3. Sin embargo, los scFv tienden a formar
oligémeros bivalentes o de mayor tamaro'’?. Ademas, la produccion de estos
fragmentos es dificil debido a su bajo rendimiento, escasa solubilidad vy
estabilidad'”. Asimismo, su susceptibilidad a la temperatura y al pH'"® los hace
inadecuados para su uso en el diagnéstico o como candidatos terapéuticos.

Ademas de las IgG clasicas, ciertos animales como los camélidos y los
tiburones'”6-77 son capaces de producir un tipo Unico de anticuerpo que carece
naturalmente de cadenas ligeras, denominado anticuerpos de cadena pesada
solamente (HCAbs, heavy chain-only antibodies) (Figura 7). Los sitios de unién
al antigeno de los HCAbs estan compuestos por dos unicos dominios variables,
denominados dominio variable de cadena pesada del anticuerpo de cadena
pesada solamente (VHH)'®%. Los VHH se distinguen de las IgG convencionales y

de varios derivados de las IgG por su pequefio tamafio molecular (14kDa)'"® por
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lo que también se conoce como Nanobody (Nbs). Los Nbs son los fragmentos de
union a antigeno mas pequefios y completamente funcionales que se conocen'’8.
En 1989 Ward, Winter y cols. reportaron un fragmento de anticuerpo formado
solamente por un dominio variable pesado (VH) que es capaz de plegarse
independientemente y reconocer antigenos con alta afinidad'’®. Estos dominios
VH de 12-15 kDa fueron nombrados anticuerpos de dominio unico (sdAbs, de sus
siglas en inglés, Single domain antibodies) (Figura 7), ya que son los fragmentos
de anticuerpos de menor talla que mantienen la actividad de union a antigenos.
Aunque la superficie de unién en estos fragmentos contiene solamente 3
regiones hipervariables (CDRs, de sus siglas en inglés, complementarity-
determinant region) en comparacion con los 6 CDRs que contienen los
fragmentos de tipo Fab y scFv, estos tienen afinidades comparables con los
fragmentos clasicos'e°.

Debido a su pequefio tamafo y a su naturaleza de dominio unico, los dAbs y Nbs
son entidades ideales para la investigacion basica, el diagndstico y las
aplicaciones terapéuticas. Estos fragmentos monoméricos de union a antigenos
presenta varias caracteristicas especiales en términos de su alta estabilidad
térmica y conformacional'®, alta solubilidad acuosa, produccion sencilla en
microorganismos'’4, resistencia al pH acido y alcalino'®?, excelente afinidad y

especificidad'’8, facilidad de fabricacion'? y baja inmunogenicidad. Ademas, los
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dAbs y Nbs presentan una distribucion corporal superior, una penetracién en los
tejidos y una tasa de eliminacion de sangre mas rapida'’4.

La generacion de anticuerpos monoclonales completos de origen humano estuvo
estrechamente vinculada al desarrollo de la tecnologia de Phage display. George
Smith describié por primera vez la visualizacion de fagos en 1985'#?, pero
inicialmente la técnica se limitaba a la seleccion de péptidos. Sin embargo,
posteriormente se demostré que los fragmentos de anticuerpos podian ser

mostrados con éxito en fagos'®3.

Figura 8. Presentacion de anticuerpos sobre fagos filamentosos.

El fragmento de anticuerpo (cadena pesada variable,VH) en rojo, es presentada fusionada a la
proteina plll (verde) del bacteriéfago. Ambas proteinas estan codificadas por el ADN fagémido
(magnificado) y expresadas bajo el mismo promotor. Figura tomada de '8

La pequena talla de Nd y dAbs, asi como su compacto plegamiento unido a
elevados niveles de expresion en bacterias y levaduras hacen a estas moléculas
atractivos marcos para el disefio de bibliotecas combinatorias. Aunque se han
descrito varios formatos de presentacion, el formato mas comun para la

presentacion de fragmentos de anticuerpos en fagos es la fusion genética de
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cadenas variables con la region terminal del gen de la proteina plll del fago

(Figura 8)'8+.
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M. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1Hipétesis

“La modificacién de un dominio que inhibe la actividad citotéxica de TNFa, por
adicién de un ligando del receptor LRP1, permite su transcitosis en células del

endotelio vascular de cerebro”

3.20bjetivos

Objetivo general:
Desarrollar y caracterizar un biofarmaco de administraciéon sistémica con
actividad bloqueadora de TNFa en el sistema nervioso central.
Objetivos especificos:
1 Disenar y obtener moléculas bloqueadoras de TNFa que atraviesen la
BHE mediante transcitosis.
2 Evaluar que las moléculas disefhadas puedan unirse y bloquear al TNFa
en estudios in vitro.

3 Evaluar que las moléculas disefiadas atraviesan modelo in vitro de BHE.
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IV. METODOLOGIA

4.1 Materiales

4.1.1 Cepas bacterianas.

Escherichia coli, cepa Top10 (Life Technologies, EE.UU.): F— mcrA A(mrr-
hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74 recA1 araD139 A(ara-leu)7697 galU
galK A rpsL(StrR) endA1 nupG. Cepa bacteriana utilizada para la
amplificacion de plasmidos.

Escherichia coli, cepa TG1 (Lucigen, EE.UU.): [F' traD36 proAB laclqZ AM15]
supE thi-1 A(lac-proAB) A(mcrB-hsdSM)5(rK-mK-). Cepa bacteriana utilizada

para la amplificacion y titulacion de fagos.

4.1.2 Plasmidos.

pCl-neo-MTV: La secuencia de ADN codificadora para la proteina MTV fue

provista por la compania GeneScript (https://www.genscript.com/) en el vector

de expresion pCl-neo. El vector de expresion pCl-neo contiene la region
promotora del citomegalovirus humano (CMVp) para promover la expresion
constitutiva de las inserciones de ADN clonado en las células de mamiferos.
Posee el gen de la neomicina fosfotransferasa, un marcador de seleccion para

las células de mamiferos. Este vector puede utilizarse para la expresion
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transitoria o para la expresion estable mediante la seleccién de células
transfectadas con el antibidtico G-418. El origen de replicacion en bacterias,
Ori, permite su amplificacidén en E. coli, asi como la seleccion de clones debido
a la presencia de region codificadora para Beta-Lactamasa, que le confiere

resistencia a Ampicilina.

pEntry-FSH'®: Vector de expresion pEntry-FSH comprende una unidad
transcripcional bicistronica basada en el gen de la Hormona foliculo
estimulante humana (hscFSH, de sus siglas en inglés, Follicle stimulating
hormone) y una secuencia IRES (de sus siglas en inglés, Internal ribosome
entry site) , seguida de un gen que codifica la proteina GFP (de sus siglas en
inglés, green fluorescent protein). Esta disposicion permite la seleccidn de los
clones mejor productores en base a la intensidad de la fluorescencia de las
células. La region codificadora de la proteina de interés esta bajo el promotor
CMVp. Adicionalmente posee el gen de la neomicina fosfotransferasa, que

permite la seleccion de células transfectadas con el antibiético G-418.

pEntry-MTV: EI segmento de ADN para la expresion de FSH se eliminé del
vector pEntry por digestion con enzimas de restriccion Nhel/Hpal (Figura 9).
La secuencia de ADN para la expresion de la proteina quimérica se extrajo

del vector pCl-neo-MTV por restriccion enzimatica con Nhel/Smal y fue
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clonada en el vector pEntry obteniéndose el vector pEntry-MTV, que permite
la expresion en células superiores y seleccion de clones en base a la

intensidad de la fluorescencia.

=

pCl-neo-MTV

pEntry

ECD-TNFR2

|
1 |
Nhel MTV Smal Nhel

T4 Ligasa

KanR/NeoR

pEntry-MTV

ECD-TNFR2

Figura 9. Estrategia de construccion del vector de expresion pEntry-MTV.

El segmento de ADN que codifica para la expresion de la proteina MTV fue extraido del vector
pCl-Neo-MTV por restriccion enzimatica e insertado en el vector pEntry. La secuencia de ADN
codificadora para la proteina quimérica MTV contiene: un dominio MTH (Molecular trojan horse),
el dominio extracelular del TNFR2 (ECD-TNFR2), el dominio de dimerizacién de VEGF (VEGF*)
y una cola con 6 Histidinas. A la secuencia la precede un péptido sefial (SP) y estan bajo el
promotor de Citomegalovirus (CMVp).

4.1.3 Bacteriofagos y fagémidos
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Fago auxiliador KM13'8_ E| fago KM13 es un fago auxiliador obtenido por
modificacion del fago fd-K108 que conlleva a la insercion de una secuencia
de aminoacidos (PAGLSEGSTIEGRGAHE) que comprende varios sitios
proteoliticos insertados en la regidn flexible rica en glicina entre los dominios
D2 y D3 de la proteina plll del fago. Esto hace que el corte proteolitico rinda
fago no infectivo. El fago auxiliador proporciona todas las funciones del
bacteriéfago necesarias para la sintesis del ADN circular de simple cadena y
para el ensamblaje de nuevas particulas de fagos que presentan proteinas

hibridas.

Biblioteca de fago distribuida por Source BioScience. La biblioteca presenta
repertorio de anticuerpos de dominio unico (single domain antibodies; dAbs)
humanos, sobre la proteina plll, en formato fagémido pR2 con una diversidad
de 3 x 10°. El repertorio se basa en un unico marco VH humano (V3-23/D47)
con diversidad introducida en el sitio de union al antigeno. El repertorio ha
sido disefiado para contener 3 regiones determinantes de Ia
complementariedad (CDR) de cadena pesada, manteniendo al mismo tiempo
buenas propiedades de union al antigeno. El fagémido pR2 disefiado para
Phage display es un derivado de pHEN1'®" y contiene en su secuencia un tag
VSV (Vesicular stomatitis virus) y otro MY C rio arriba del gen que codifica para

la proteina plll del fago. pR2 permite la expresion de la region VH fusionada
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al extremo amino terminal de la proteina plll del bacteriofago M13. El vector
contiene la secuencia del gen de plll precedida por la sefial de secrecion pelB
bajo el control transcripcional del promotor lacZ. El fagémido contiene el
origen de replicacion f1 que permite su empaquetamiento en las particulas de

fago que expresan péptidos foraneos.

4.1.4 Medios de cultivo de bacteria.

Los componentes microbioldgicos como Triptona, Extracto de levadura y Agar se

compraron a Becton, Dickinson and Company (EE.UU.). Mientras que las sales

y suplementos se adquirieron en las companias Merck (Alemania) y Sigma

(Alemania).

Medio LB: 10 g/L triptona, 5 g/L extracto de levadura, 10 g/L NaCl.

Medio LB Agar: 10 g/L triptona, 5 g/L extracto de levadura, 10 g/L NaCl, 15 g/L
agar.

2xYT: 16 g/L triptona, 10 g/L extracto de levadura, 5 g/L NaCl.

Medio YTE/ Glucosa/ Agar: 15g/L de agar, 8 g/L NaCl, 10 g/L triptona, 5 g/L
extracto de levadura y Glucosa 4 %.

Medio Minimo M9 sélido: 12.8 g/L NazHPO4, 3 g/L KH2PO4, 1 g/L NH4Cl, 0.5
g/L NaCl, 15 g/L agar. Suplementar con 5 mL/L de Glucosa 2 M, 1 mL/L de

MgSO4 1 M, 1 mL/L de CaCl2 0.1 M, 1 mL/L de Vitamina B1 (1 mg/mL).
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Todos los medios de cultivo fueron esterilizados de 20 a 30 min a 121°C en

autoclave vertical.

4.1.5 Antibiéticos.

« Ampicilina (US Biological, EE.UU.).
o Carbenicilina (Sigma, Alemania).

o Kanamicina (Merck, Alemania).

o Tetraciclina (Sigma, EE.UU.).

o Estreptomicina (Merck, Alemania).
o G418 (Sigma, Alemania).

o Neomocin (Sigma, Alemania).

4.1.6 Lineas Celulares.

e L929: fibroblastos de raton (ATCC, CCL-1). Linea celular utilizada para realizar
ensayos de citotoxicidad de TNFa.

e CHO: células tipo epitelial derivadas de ovario de hamster chino. (ATCC, CCL-
61). Linea celular utilizada para la expresion de molécula recombinante, tras
transfeccion con vector de expresion.

e bEnd3: Células endoteliales de microvasos de cerebro de raton (ATCC, CRL-
2299). Estas células en cultivo presentan caracteristicas similares a las células

del endotelio vascular de cerebro que forman parte de la BHE. Por tal motivo
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se utilizaron en modelo in vitro de BHE y en los ensayos de inmunocitoquimica
para evaluar trasncitosis y endocitosis, respectivamente.

ECV304: Inicialmente identificada como una linea celular endotelial de la vena
umbilical humana (ATCC, CRL-1998) y luego demostrado que exhibe
caracteristicas fenotipicas similares a las de la linea celular del cancer de
vejiga humana, se utiliza para estudios de BHE debido a su capacidad de
generar uniones estrechas. Poseen ademas una aumentada y reproducible
actividad angiogénica in vitro. Linea celular utilizada para ensayos de cierre de
la herida en la evaluacion de la actividad angiogénica de la proteina

recombinante, MTV.

4.1.7 Reactivos y soluciones de cultivo celular.

Medio RPMI-1640 (Biological Indrustries, Israel).

DMEN High Glucose (Biological Indrustries, Israel).

Medio Optimen (GIBCO, Thermo Scientific, EE.UU.).

Medio M-199 (Biological Indrustries, Israel).

Suero Fetal Bovino (FBS) (Biological Indrustries, Israel).

Medio de crecimiento células CHO-K1 y L929: RPMI-1640 suplementado con
10 (v/v) suero fetal bovino.

Medio de crecimiento células ECV304 y bEnd3: DMEN suplementado con 10

% (v/v) suero fetal bovino.
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Medio de congelacién: RPMI-1640 6 DMEN suplementado con 40 % (v/v) de
suero fetal bovino y 10 % (v/v) DMSO.

Tampon fosfato salino (PBS): 137 mM NaCl (Merck, Alemania), 2.7 mM KCI
(Merck, Alemania), 10 mM NaxHPO4 (Merck, Alemania), 1.8 mM KH2PO4
(Merck, Alemania).

Tripsina (Sigma, EE.UU.)-EDTA 0.25 % (p/v).

Azul de Tripan: 5 g/L Azul de Tripan (Sigma, EE.UU.), 8.5 g/L NaCl (Merck,
Alemania).

Actinomicina D (Merck, Alemania).

Lipofectamina 2000 (Invitrogen, Thermo Scientific, EE.UU.).

MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) (Life
Technologies, EE.UU.).

Colageno tipo | de cola de rata (Sigma, EE.UU.)

Todos los medios de cultivo se prepararon segun instrucciones del fabricante y

esterilizados por filtracion con membrana de 0.2 um.

4.1.8 Proteinas.

e Endonucleasas de restriccion y enzimas de modificacion: Las endonucleasas

de restriccion y las enzimas de modificacion (T4 Ligasa, Fosfatasa Antartica,

PNGasaF y ADN Polimerasas) utilizadas en este trabajo se compraron a New
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England Biolabs (Inglaterra) y se utilizaron segun las recomendaciones del
fabricante.

Citoquina TNFa humano recombinante: Producida en laboratorio biofarmacos
recombinantes, UdeC 8.

Factor de crecimiento del endotelio vascular recombinante humano (hrVEGF).
Producido en laboratorio biofarmacos recombinantes, UdeC "%.

Anticuerpo monoclonal anti-poli histidina: Producido en ratén (BioLegend,
EE.UU.).

Anticuerpo contra IgG de ratdon conjugado a Alexa-Fluor 680 (Jackson
ImmunoResearch, EE.UU.).

Anticuerpo contra IgG de raton conjugado a Alexa-Fluor 790 (Jackson
ImmunoResearch, EE.UU.).

Anticuerpo contra IgG humana conjugado a Alexa-Fluor 790 (Jackson
ImmunoResearch, EE.UU.).

Etanercept (Enbrel®, Pfizer): Etanercept es una proteina quimérica generada
por la fusion del dominio extracelular del receptor-2 del factor de necrosis
tumoral humano (TNFR2/p75) y el dominio Fc de IgG1 humana.
Bevacizumab (Avastin®, Roche): Anticuerpo monoclonal humanizado contra

VEGF.
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LRP1 (Low-density lipoprotein receptor-related protein) (Sigma-Aldrich,
EE.UU.)

Anticuerpo monoclonal anti-M13 producido en raton (GE, Suecia).

Anticuerpo monoclonal anti-M13 producido en raton conjugado a HRP (GE,
Suecia).

Anticuerpo monoclonal anti-poli histidina producido en conejo (Abcam,
EE.UU.).

Anticuerpo monoclonal anti IgG humano producido en cabra, conjugado a
Alexa fluor 488nm (INVITROGEN, Thermo Scientific, EE.UU.)

Anticuerpo monoclonal anti conejo producido en cabra, conjugado a Alexa fluor
546nm (INVITROGEN, Thermo Scientific, EE.UU.).

Anticuerpo monoclonal anti raton producido en cabra, conjugado a Alexa fluor
488nm (Abcam, EE.UU).

Conjugado Phalloidin-iFluor 488nm (Abcam, EE.UU.).

Conjugado Phalloidin iFuor-594nm (Abcam, EE.UU.).

4.2 Animales de laboratorio

Ratones ¢57bl/6 de 8 semanas, hembras 25g a 30g, machos de 28 a 30 g de
peso.

4.3 Reactivos y soluciones generales.

46



4.2.1 Soluciones para extraccion y purificacion de ADN plasmidico.

Solucion I: 50 mM Glucosa (Merck, Alemania), 25 mM Tris-Cl pH 8.0 (SIGMA,
EE.UU.), 10 mM EDTA pH 8.0 (Calbiochem, Alemania), 0.1 mg/mL RNasa A
(Macherey - Nagel, Alemania).

Solucion 1I: 0.2 M NaOH (Merck, Alemania), 1 % (p/v) SDS (Merck, Alemania).
Solucion IlI: 5 M Acetato de potasio (Merck, Alemania), Acido acético glacial
(Merck, Alemania).

Cloroformo (Winkler, Chile), Isopropanol (Merck, Alemania), Etanol absoluto

(Merck, Alemania).

4.2.2 Soluciones para electroforesis de ADN.

Tampon TAE: 40 mM Tris (Calbiochem, Alemania), 1 mM EDTA (Calbiochem,
Alemania), 20 mM acido acético (Merck, Alemania).

Tampon de carga ADN 6x: 30 % (v/v) Glicerol (Calbiochem, Alemania) y 0.25
% (p/v) Azul de bromofenol (Merck, Alemania).

1 % Bromuro de etidio en agua (Merck, Alemania).

Agarosa (Lonza, EE.UU.).

Marcador de peso molecular de ADN 1kb (New England BioLabs, Inglaterra).

4.2.3 Soluciones para electroforesis de proteinas.
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30 % (p/v) Acrilamida (Merck, Alemania), 0.8 % (p/v) Bisacrilamida (Merck,
Alemania).

1.5 M Tris-HCI (Calbiochem, Alemania), pH 8.8.

0.5 M Tris-HCI (Calbiochem, Alemania), pH 6.8.

10 % (p/v) SDS (Calbiochem, Alemania).

10 % (p/v) Persulfato de amonio (Calbiochem, Alemania).

TEMED (Merck, Alemania).

Tampodn de corrida: 25 mM Tris-HCI (Calbiochem, Alemania), 192 mM Gilicina
(Calbiochem, Alemania), 0.1 % (p/v) SDS (Calbiochem, Alemania).

Tampon de carga 6X con [-Mercaptoetanol (Condicion denaturante y
reductora): 10 % (p/v) SDS (Calbiochem, Alemania), 0.6 % (v/v) B-
Mercaptoetanol (Sigma, Alemania), 0.012 % (p/v) azul de bromofenol (Sigma,
EE.UU.), 0.35 M Tris (Calbiochem, Alemania), 30 % (v/v) glicerol (Calbiochem,
Alemania).

Tampon de carga 6X (Condicion denaturante y no reductora): 10 % (p/v) SDS
(Calbiochem, Alemania), 0.012 % (p/v) azul de bromofenol (Sigma, EE.UU.),
0.35 M Tris-Cl (Calbiochem, Alemania), 30 % (v/v) Glicerol (Calbiochem,

Alemania).
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Tampon de carga 6X Condicion nativa: 0.012 % (p/v) azul de bromofenol
(Sigma, EE.UU.), 0.35 M Tris-Cl (Calbiochem, Alemania), 30 % (v/v) Glicerol
(Calbiochem, Alemania).

Patrén de peso molecular AccuRuler RGB Plus (MaestroGen, USA)

Solucion de tincion Azul de Coomassie: 0.25 % (p/v) Azul de Coomassie
brillante R250 (Merck, Alemania), 10 % (v/v) acido acético (Merck, Alemania),
45 % (v/v) Metanol (Merck, Alemania).

Solucion de destincion: 5 % (v/v) metanol, 7 % (v/v) acido acético.

4.2.4 Soluciones para Western blot.

Tampon de transferencia: 48 mM Tris (Calbiochem, Alemania), 39 mM Gilicina
(Calbiochem, Alemania), 0.037 % (p/v) SDS (Calbiochem, Alemania), 20 %
(v/v) Metanol (Merck, Alemania).

TBS: 3.0 g/L Tris, 8.0 g/L NaCl, pH 7.6.

Solucion de bloqueo: 5 % (p/v) leche descremada en TBS.

TBS-T: TBS con 0.1 % (v/v) Tween-20 (Sigma, EE.UU.).

Membrana Nitrocelulosa, Amersham Protran 0.2 ym, 300 mm x 4 m (GE

Healthcare Life Science, Alemania).

4.2.5 Soluciones para cromatografia de afinidad a iones metalicos.

NiSO4 (Merck, Alemania) 200 mM.
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Imidazol (Merck, Alemania).
Chelating Sepharose Fast Flow (GE Healthcare Bio-Science, Suecia).
Solucion de descarga: 0.5 M NaCl (Merck, Alemania), 50mM EDTA

(Calbiochem, Alemania), 50 mM Fosfato (Merck, Alemania).

4.2.6 Soluciones para Seleccion por Phage Display.

20 % (p/v) PEG 8000 - 2.5 M NaCl.

Tampon de recubrimiento: 2.93 g/L NaHCOs3, 1.52 g/L Na2CO:s.

Tampodn Fosfato Salino (PBS): 137 mM NaCl (Merck, Alemania), 2.7 mM KCI
(Merck, Alemania), 10 mM NaxHPO4 (Merck, Alemania), 1.8 mM KH2PO4
(Merck, Alemania).

Solucion de bloqueo: Leche descremada 5 % (p/v) diluida en PBS.

PBS-T: PBS con 0.1 % (v/v) Tween-20 (Sigma, EE.UU.).

Tampon TBSC: 10 mM Tris (SIGMA, EE.UU.) pH 7.4, 137 mM NaCl (Merck,
Alemania), 1 mM CaClz (Merck, Alemania).

Solucion de tripsina. Tripsina (SIGMA, EE.UU.) 10 mg/mL en tampon TBSC
(stock de tripsina). Congelar en alicuotas a -20°C. Para el experimento,
disolver solucion stock hasta 0.1 mg/mL de tripsina en tampon TBSC (solucion
de tripsina).

Tampon Fosfato de sodio 200 mM pH 7.2.
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4.2.7 Soluciones para Inmunoensayos.

Tampon de recubrimiento: 2.93 g/L NaHCOs3, 1.52 g/L Na2CO:s.

Tampodn Fosfato Salino (PBS): 137 mM NaCl (Merck, Alemania), 2.7 mM KCI
(Merck, Alemania), 10 mM NaxHPO4 (Merck, Alemania), 1.8 mM KH2PO4
(Merck, Alemania).

PBS-T: PBS con 0.1 % (v/v) Tween-20 (Sigma, EE.UU.).

Tampon sustrato (peroxidasa): 29.4 g/L Citrato trisédico dihidratado (Merck,
Alemania), pH 4.5 ajustado con HCI.

Solucion de revelado: mezcla de 5 mg de OPD (o-Fenilendiamina) (Santa Cruz
Biotechnology Inc.), 12.5 mL de tampon sustrato, 5 uL de 30 % perdxido de
hidrogeno (Merck, Alemania).

Solucién de parada: 2.5 M Acido sulfurico.

4.2.8 Soluciones para inmunocitoquimica (ICC)

e Solucion de lavado: PBS 1X.

e Solucion de fijacion de células: 4 % Paraformaldeheido (SIGMA, EE.UU.)
en PBS 1X.

e Solucion de permeabilizacion: 0.25 % Tritén X-100 (SIGMA, EE.UU.) en
PBS 1X.

e Solucion de bloqueo: 2 % BSA (SIGMA, EE.UU.) en PBS 1X.
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e Solucion de lavado: PBS-Tween 0.2 % (SIGMA, EE.UU.).

¢ Medio de montaje con dapi (VECTASHIELD, EE.UU.).

4.2.9 Kits comerciales.

E.ZN.A.® Plasmid Mini Kit Il (Omega Bio-Tek, EE.UU.), kit utilizado para
purificar ADN plasmidico desde bacterias.

E.ZN.A® Gel Extraction Kit (Omega-Biotek, EE.UU.), kit utilizado para
purificar ADN plasmidico desde gel de agarosa.

E.Z.N.A.® Cycle Pure Kit (Omega-Biotek, EE.UU.), kit utilizado para purificar
productos de PCR o extraer bandas de ADN desde gel de agarosa.

Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific, EE.UU.), kit utilizado para la
cuantificacion de proteinas totales.

Monolith Protein Labeling Kit RED-NHS (NanoTemper Technologies,

Alemania).

4.4 Equipos.

Agitador magnético con placa calefactora MSH-20A (Daihan Scientific Co.Ltd.,
Corea).

Agitador Orbital SHO-1D (Daihan Scientific Co.Ltd., Corea).

Bloque térmico MaXtable H10-Set (Daihan Scientific Co.Ltd., Corea).

Cabina de Flujo Laminar AVC-4D1 (ESCO Technologies, Inc., Singapur).
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Centrifuga Rotina 380 (Hettich, Alemania).

Centrifuga refrigerada 3K20 (Sigma, Alemania).

Centrifuga Sorvall Legend Micro 21 (Thermo Fisher Scientific, Alemania).
Centrifuga Sorvall RC6 plus (Thermo Fisher Scientific, Alemania).
Electroporador Gene Pulser Xcell (Bio-Rad, EE.UU.).

Lector de microplacas multimodo Synergy HTX (BioTek, EE.UU.).

Equipo purificador de agua Maxima SC (ELGA, Bélgica).

Equipo de Termoforesis Microescala Monolith NT.115 Pico (NanoTemper
Technologies, Alemania).

Equipo de Trasferencia semi-humeda Trans-Blot SD Cell (Bio-Rad, EE.UU.).
Equipo foto-documentador Odyssey (LI-COR Biosciences, USA).

Fuente de poder PowerPac™ Basic (Bio-Rad, Singapur).

Fuente de poder EV 202 (Consort, Bélgica).

Incubador digital SWIG-50 (Daihan Scientific Co.Ltd., Corea).

Incubador digital WIS-20 (Daihan Scientific Co.Ltd., Corea).

Licor Odyssey® CLx. Sistema de imagenes infrarrojas (LI-COR, EE.UU.)
Mezclador Vortex VM-10 (Daihan Scientific Co.Ltd., Corea).

Microscopio de fluorescencia Floid™ Cell imaging station (Life Technologies,

EE.UU.).
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e Microscopio invertido de fluorescencia Olympus 1X83 equipado con camara
ORCA-R (Olympus-lifescience, Japon).

e Sistema de Cromatografia AKTA™ Start (GE Healthcare Bio-Sciences,
Suecia).

e Tanque de Nitrogeno 8207 (Thermo Fisher Scientific, EE.UU.).

e Transiluminador UV WUV-L10 (Daihan Scientific Co.Ltd., Corea).

e Epithelial Volt/Ohm (TEER) Meter. EVOM? (World precision Instrument,

EE.UU.).

4.5 Métodos.

4.5.1 Técnicas generales de analisis y manipulacion de ADN.

Electroforesis de ADN en gel de agarosa.

Se prepararon geles de agarosa al 0.8 % (p/v) en tampon TAE con bromuro de
etidio a una concentracion final de 0.02 %. A las muestras se les afiadio tampdn
de carga, y se cargaron en el gel. Las corridas se realizaron a 100 V constantes

por 30 min. Los geles se visualizaron en transiluminador UV.

Purificacion de ADN plasmidico a escala mini-preparativa.

Para purificacion del ADN a escala mini-preparativa se inocularon colonias

individuales de bacterias transformadas con plasmidos en tubos de vidrio
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conteniendo 5 mL de medio LB suplementado con el antibidtico correspondiente.
Los tubos se incubaron a 37°C con agitaciéon durante 16 h. Los cultivos se
centrifugaron a 8000 g por 5 min, se elimind el sobrenadante por inversion y el
pellet de bacterias se resuspendié en 100 yL de solucion I. Luego, a cada tubo
se adiciond 100 L de solucion I, se mezcld por inversion 6-10 veces y se incubd
5 min a temperatura ambiente. A cada muestra se adicioné 100 uL de solucién
lll, se mezclo por inversion y se incub6 15 min en hielo. Las muestras fueron
centrifugadas a 12.000 g por 15 min. El sobrenadante se transfirié a un tubo
nuevo. Se anadié 240 uL de isopropanol, se mezclo por inversion y se centrifugd
a 12000 g por 15 min. El sobrenadante fue aspirado y se dejé secar el precipitado
5 min a temperatura ambiente. Cada muestra de ADN se resuspendié en 20 pL
de agua. La presencia de ADN se detectd6 mediante electroforesis en gel de

agarosa.

Purificacion de ADN desde gel de agarosa.

Para la extraccion del ADN a partir de gel de agarosa se utilizé el kit comercial
E.ZN.A® Gel Extraction Kit (Omega-Biotek). Se procedié segun las

instrucciones del fabricante.

Digestion analitica de ADN plasmidico con enzimas de restriccion.
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Con el objetivo de corroborar la identidad de plasmidos, se procedié a realizar
chequeos de restriccion. Para esto se prepararon reacciones en un volumen de
20 pL que contenian entre 0.5 y 1 uyg de ADN, enzima de restriccion a razon de
5U de enzima por cada 1ug de ADN y el tampdn correspondiente. Las reacciones
de digestion se incubaron por 2 h a 37°C (o temperatura indicada por el
fabricante). El resultado se analiz6 mediante electroforesis de ADN en gel de

agarosa.

Ligacion de fragmentos de ADN.

Las ligaciones se llevaron a cabo usando 2X Rapid Ligation Buffer (Promega) y
enzima T4 ligase (New England Biolabs). En todas las reacciones de ligacion se
emplearon 100 ng de vector y se probaron proporciones banda: vector (3:1, 5:1).
La cantidad de banda en cada reaccion se calcul6é segun la guia de protocolos

de NEB (1998).

ng de vector X talla (en kb) de la banda
talla (en kb) del vector

X proporciéon banda/vector = ng de banda

Las ligaciones se realizaron en volumen final de 10 yL a temperatura ambiente

durante 1 h.
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Preparacion de bacterias quimiocompetentes v transformaciéon con vector

plasmidico.

Para la transformacién de las cepas bacterianas se prepararon bacterias
quimiocompetentes y se transformaron mediante shock térmico con los
plasmidos correspondientes. Para esto inoculd6 una colonia aislada de las
bacterias a transformar en 20 mL de medio LB suplementado con antibidtico
correspondiente, y se cultivd hasta alcanzar DOsoonm de 0.6. Por cada reaccién
de transformacion, se traspasé 1.5 mL de cultivo a un microtubo estéril y frio, y
se centrifugd a 4000 g por 5 min. El sobrenadante se elimind, y las bacterias se
resuspendieron en 250 pyL de 0.1 M CaCl, (Merck, Alemania) frio. Se centrifugd
a 4000 g por 5 min, se elimino el sobrenadante y las bacterias se resuspendieron
en 50 pyL de 0.1 M CaCly. Para la transformacion, se afadio 1-5 uL de plasmido
a cada reaccion y se incub6d en hielo por 30 min. Se dio un golpe de calor
incubando a 42°C por 1min, y luego, se incubo en hielo por 5 min. Para la
recuperacion bacteriana, se anadié 450 yL de medio LB y se incubdé 1 h a 37°C.
Finalmente, se realizé la siembra en medio LB agar suplementado con antibiético
correspondiente. Las placas se incubaron a 30°C o 37°C dependiendo de la cepa

bacteriana utilizada durante toda la noche para la obtencién de colonias aisladas.

4.5.2 Técnicas generales de analisis y manipulacion de proteinas.

57



Precipitacion de muestras de proteinas con acido tricloroacético.

La muestra de proteinas a precipitar se traspasé a un microtubo, se afadié 0.1
volumen de 0.15 % (p/v) desoxicolato de sodio (Merck, Alemania), se agitd con
vortex, y se incubd a temperatura ambiente por 10 min. Se afadié 0.1 volumen
de 76 % (p/v) acido tricloroacético (Merck, Alemania) a cada muestra y se
centrifugé a 12000 g durante 15 min. Luego, se elimin6 el sobrenadante, se
afadio un volumen de acetona fria y se centrifugé a 12000 g durante 5 min. Se
retiré el sobrenadante por aspiracion y se dejo secar los tubos. Finalmente, se

resuspendio la muestra en el volumen deseado de agua.

Preparacion de geles de poliacrilamida.

Se prepararon geles denaturantes de poliacrilamida al 12 % o0 15 % de 1.0 mm
de grosor para todos los analisis realizados. Los geles para electroforesis de
proteinas en condiciones denaturantes se prepararon de acuerdo con la Tabla 1.
La preparacion de geles para electroforesis de proteinas en condicion nativa se

realiz6 de igual modo, pero sin afadir SDS.
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Gel Separador Gel

12 % 15 % Concentrador

Agua (mL) 4 2.8 2.6
Acrilamida 30 %-bisacrilamida 0.8 % (mL) 4.8 6 1.0

Tris-HCI 1.5 M pH 8.0 (mL) 3 3 -

Tris-HCI 0.5 M pH 6.5 (mL) - - 1.25

SDS 10 % (uL) 120 120 50

PSA 10 % (uL) 120 120 50

TEMED (uL) 12 12 10

Tabla 1. Preparacion de geles de poliacrilamida en condiciones denaturantes.

Electroforesis de proteinas en geles de poliacrilamida (PAGE).

En el caso de electroforesis denaturante en condicion reductora, a las muestras
de proteinas se les anadié el volumen adecuado de tampdn de carga 6X
conteniendo B-mercaptoetanol y se incub6 a 95°C por cinco min en placa térmica.
En el caso de realizar electroforesis denaturante en condiciones no reductora o
nativa, a las muestras solo se les afiadié tampdn de carga 6X. Luego, se cargaron
las muestras y patrén de peso molecular en los geles de poliacrilamida. Las
corridas se realizaron a corriente constante de 25 mA por cada gel durante 60-
75 min. A continuacion, se procedio a realizar una tincion con Azul de Coomassie
por 30 min en agitacion. El resultado se digitalizé utilizando el equipo LI-COR

ODYSSEY-CIx y el software Image Studio v3.1.4.
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Western Blot.

Para las muestras en las que fue necesario realizar la inmunodeteccion de
proteinas, al finalizar la corrida de SDS-PAGE se procedido con el siguiente
protocolo de Western Blot. Se realizdé la transferencia de proteinas a una
membrana de nitrocelulosa utilizando una celda de transferencia semi-seca
(Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell, BioRad), a corriente constante
correspondiente a cinco veces el area de membrana y a voltaje maximo de 25 V
durante 30 min. Una vez terminada la transferencia, se realiz6 el bloqueo de la
membrana de nitrocelulosa con leche descremada al 5 % (p/v) en TBS durante 2
h a temperatura ambiente. Luego, la membrana se incubd con una solucién de
anticuerpo primario preparado en leche descremada al 2% (p/v) en TBS-T,
durante 2 h. La membrana se lavo 3 veces por 10 min con TBS-T, y se incubo
con el anticuerpo secundario conjugado a fluoréforo preparado en leche
descremada al 2 % (p/v) en TBS-T. Tras 1 h de incubacion, la membrana se lavo
3 veces y se analizo en el equipo ODYSSEY-CIx (LI-COR Biosciences, EE.UU.)
para la deteccion de fluorescencia. La imagen se digitalizé utilizando el software

Image Studio.

Dot Blot
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Se realizé la transferencia de proteinas desde solucion a una membrana de
nitrocelulosa utilizando dispositivo de microfiltracion (Bio-Dot® Microfiltration
Apparatus, BioRad) conectado a bomba de vacio. Una vez terminada la
transferencia, se realizé el bloqueo de la membrana de nitrocelulosa con leche
descremada al 5 % (p/v) en TBS durante 2 h a temperatura ambiente. Luego, la
membrana se incubé con una solucion de anticuerpo primario preparado en leche
descremada al 2% (p/v) en TBS-T, durante 2 h. La membrana se lavé 3 veces
por 10 min con TBS-T, y se incubd con el anticuerpo secundario conjugado a
fluoréforo preparado en leche descremada al 2 % (p/v) en TBS-T. Tras 1 h de
incubacion, la membrana se lavo 3 veces y se analizd en el equipo ODYSSEY-
Clx (LI-COR Biosciences, EE.UU.) para la deteccién de fluorescencia. La imagen

se digitalizo utilizando el software Image Studio.

Concentracion v diafiltracion de muestras de proteinas.

Muestras de proteinas purificadas fueron concentradas y diafiltradas utilizando
tubos Amicon Ultra con membranas de tamafo de poro de 3 6 10 kDa (Merck
Millipore, Alemania). Para este procedimiento, la muestra de proteina se
centrifuga de 25-40 min a 5000 g a 4°C hasta obtener 1 mL de concentrado de
proteina. A continuacién, se procedié a diafiltrar con PBS anadiendo 10 mL al

tubo, y se realizaron centrifugaciones de 25-40 min a 5000 g, hasta obtener 1 mL
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de concentrado de proteina, este procedimiento se repitié 3-8 veces. La muestra

obtenida fue alicuotada y almacenada a -20°C o -80°C.

Cromatografia de afinidad a iones metalicos.

El medio recolectado fue prefiltrado por poro de 0.7 um, fibra de vidrio hidrdfila
(Merck Millipore, EE.UU.) y ultrafiltrado con una membrana de PVDF 0.2 ym
(Merck Millipore, EE.UU). Para alcanzar una concentracion inicial de 5 mM de
Imidazol, se afiadio cantidad suficiente de solucion de PBS 1X imidazol 300mM.
El volumen total del cultivo se aplico a una columna de 25 mL de Chelating
Sepharose Fast Flow (GE Healthcare Bio-Science, Suecia) cargada con NiSOs y
equilibrada con PBS1X, 5 mM de imidazol. La columna se lavé con PBS1X,
Imidazol 40 mM, y la proteina recombinante MTV fue eluida con PBS1X, Imidazol
80 mM y PBS1X, Imidazol 250 mM. El eluato se mezcld, concentro e intercambio
a PBS 1X como se describié anteriormente. La solucion de proteina fue

alicuotada y almacenada a -20°C o -80°C hasta su uso.

Cuantificacion de proteinas totales.

La cuantificacidn de proteinas totales se realizé utilizando el kit Pierce BCA
Protein Assay (Thermo Fisher Scientific, EE.UU.). Se utilizé para ello una curva

de soluciones de Albumina de suero bovina (BSA) de concentraciones conocidas,
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preparadas segun instrucciones del fabricante. La reaccion se realiz6 por

protocolo para microplacas.

Determinacion de nivel de pureza de proteina por analisis densitométrico

La imagen digital del gel SDS-PAGE, con resolucion de 300 dpi o superior en
formato TIFF obtenida en equipo Licor Odyssey® CLx, se analiz6 con el
programa Imaged version 2.1 (National Institutes of Health, Bethesda, MD) para
determinar la pureza de la proteina purificada mediante densitometria. La
concentracion de proteina purificada se obtuvo multiplicando el porcentaje de

pureza por la concentracion de proteinas totales en la muestra.

Identificacion y caracterizacidon de la glicosilacion de proteina

La proteina purificada fue desglicosilada por la PNGasa F (New England Biolabs;
Inglaterra). A 10 yg de la proteina purificada se le afiadié 1 yL de Glycoprotein
Denaturing Buffer 10X en un volumen final de 10 yL. La muestra se desnaturaliz6
calentandola a 90°C durante 10 min. Después de enfriar la muestra durante 5
min a temperatura ambiente, el sobrenadante se completd con 2 uL de NP-40 10
% y se digirio con 1 pyL de PNGasa F (500000 u/mL) durante toda la noche a
37°C. Las proteinas desglicosiladas y el control negativo, procesado de forma
similar, pero sin incluir la PNGasa F, fueron analizadas por SDS-PAGE como se

describidé anteriormente.
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4.5.3 Cultivo celular.

Descongelacion.

El proceso en general se llevo a cabo de forma rapida, se descongel6 el ampula
que contenia las células en un bafio de agua a 37°C. El contenido se llevo a un
tubo con medio de cultivo correspondiente, se centrifugd a 1000 g durante 5 min
en centrifuga de angulo libre (Hettich, Alemania). El sobrenadante se descarté y
las células se resuspendieron en medio de crecimiento con pipeta seroldgica. Las
células se sembraron en una placa de cultivo de 100 mm de diametro (Corning,
EE.UU.) y se incubaron a 37°C, en presencia de CO2 al 5 % y con una humedad

relativa (HR) del 95 %.

Propagacion.

A partir de un cultivo a un 95 % de confluencia celular, el medio se elimind y las
células se lavaron con PBS 1X. Se adicion6 solucién de tripsina y se incub6 a
37°C entre 1 y 3 min. Las células se despegaron mecanicamente mediante
golpes leves en el fondo de la placa o pipeteo. Se recuperd el medio con las
células, se resuspendieron en medio de crecimiento y se centrifugd a 1000 g
durante 5 min. El sobrenadante se elimind y las células se resuspendieron en

medio de crecimiento. Se realizé conteo celular y se determind la cantidad a
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sembrar segun tipo de placa. Las células sembradas se incubaron a 37°C con

COzal 5% y HR del 95 %.

Congelacion.

Una vez tripsinizadas, las células se resuspendieron en medio de congelacion,
previamente enfriado entre 2-4°C. La suspension celular se dispensé a criotubos
(Nalgene, EE.UU.), los cuales se mantuvieron a -80°C durante 24 h, y luego, se

almacenaron en tanque de nitrogeno liquido.

Generacion de clones estables de células CHO productoras de proteina MTV

El vector pEntry-MTV linealizado con la enzima de restriccion Agel fue
transfectado en células CHO utilizando Lipofectamina 2000 (Invitrogen, Thermo
Scientific, EE.UU.), con una proporcion de 1 ug de ADN /1.5 uL de Lipofectamina
segun lo descrito por el fabricante. Transcurridas 24 h de la transfeccion, las
células fueron tripsinizadas y sembradas en medio de seleccion (medio de
crecimiento suplementado con 0.5 mg/mL de G418). Después de 20 dias, con los
cambios de medio correspondientes, los clones resistentes a G418 fueron
observados en microscopio de fluorescencia y seleccionados los clones mejor
productores en base a la fluorescencia de GFP. Para ello se realiz6 un cell sorting

con citometro de flup BD FACSAria lll. Los clones seleccionados fueron

65



expandidos y congelados hasta analizar su capacidad para producir la molécula

de fusion.

Expresion de proteina recombinante, MTV

Para la produccién de molécula de fusién se cultivd un clon de células CHO
productoras de molécula de fusion en medio RPMI-1640 conteniendo 10 % FBS,
a 37°C y 5 % CO2. Una vez que los cultivos alcanzaron entre 90-100 % de
confluencia se procedio a lavarlos 3 veces con PBS1X, dejandolos en medio
RPMI sin suero para cosechar la proteina de interés. Luego de 72 h, se procedid
a colectar los medios de cultivo de todas las placas. La molécula de fusion se
purific6 mediante cromatografia de afinidad a iones metalicos, ya que presenta

una cola de poli-histidina.

Ensayo de citotoxicidad celular de TNFa en células L.929.

Las células L929 se sembraron en una placa de 96 pocillos a densidad de 3x10*
células/pocillo y cultivadas en RPMI-1640 conteniendo 10 % FBS. Tras 24 h, el
medio de cultivo fue removido y reemplazado por medio RPMI-1640
suplementado con 1 pg/mL de Actinomicina-D y concentraciones variables de
rhTNFa. Luego de 20 h, se determind viabilidad celular mediante ensayo MTT,
para esto el medio de cada pocillo se reemplazé por 110 yL de RPMI-1640

conteniendo 0.45 mg/mL de MTT. Después de 4 h de incubacion a 37°C, se
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removié el sobrenadante cuidadosamente y se afadié a cada pocillo 100 pyL de
isopropanol, se incubé 5 min a 37°C con agitacion de 250 rpm. Se registrd
DOs70nm. Los resultados se representaron como porcentaje de viabilidad celular
calculado como:

DO grupo experimental
X
DO grupo 100 % viabilidad

% Viabilidad celular = 100

Ensayo de neutralizacion de la citotoxicidad de TNFa en células L929.

Las células L929 se sembraron en placa de 96 pocillos a densidad de 3x10*
células/pocillo y cultivadas en RPMI-1640 conteniendo 10 % FBS. Tras 24 h, el
medio de cultivo fue removido y reemplazado por medio RPMI-1640
suplementado con 1 pg/mL de Actinomicina D, 25 ng/mL de rhTNFa y
concentraciones variables de moléculas bloqueadoras de TNFa. Luego de 20 h,
se determind viabilidad celular mediante ensayo MTT como se describe en el

acapite anterior.

Cultivo en sistema transwell y medicion de resistencia trans-endotelial

Las células bEnd3 se sembraron en inserto semipermeable de 24 pocillos
(poliéster, tamafio de poro de 0.4 um, area 0.33 cm?, Corning Inc.) a una densidad
celular entre 1 y 2 x 10* células/pocillo. El valor de la resistencia transendotelial
(TEER) se monitore6 con voltimetro epitelial, EVOM? (World precision

Instrument, EE.UU.). Para las mediciones eléctricas se utilizan dos electrodos,
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uno de ellos colocado en el compartimento superior y el otro en el inferior
separados por la monocapa celular. Se cambié el medio cada 3 dias hasta
alcanzar un valor de TEER constante.

El procedimiento de medicion incluye la medicién de la resistencia del blanco
(Rsianco), inserto con medio, pero sin células y la medicion de la resistencia a
través de la capa de células (Rrotar). La resistencia especifica (Respecifica) €n ohm,

se puede obtener como:

REspecifica= Rrota- RBianco

Los valores de TEER son reportados en ohm x cm? y calculados como:

TEER = REspecifica (Ohm) X AREA(CmZ)

4.5.4 Actividad angiogénica

Ensayo de la herida

El ensayo se realiz6 como se ha descrito anteriormente’®. Brevemente, las
células ECV-304 se cultivaron en un medio M-199 complementado con un 10 %

de FBS en una placa de 24 pozos hasta que se obtuvo un crecimiento en
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monocapa 100 % confluente. Después de dos lavados estériles con solucion de
PBS1X el medio fue reemplazado por el medio M-199 suplementado con 0.5 %
de FBS. La monocapa se raspd con una punta de micropipeta estéril de 200 pL
y luego se lavo con PBS1X para remover las células no adheridas y para suavizar
los bordes de la herida. Se afiadiéo 1 mL de medio M-199 suplementado con 0.5
% de FBS (control negativo), medio de crecimiento suplementado con 10 ng/mL
de hVEGF121 '8 (control positivo) o 10 ng/mL de proteina MTV (muestra de
ensayo). Después de 12 h de incubacion, se obtuvieron imagenes bajo
iluminacion de campo brillante utilizando un microscopio invertido DSU Olympus
IX83 (magnificacion 4X) para evaluar la migracién celular al area de la herida. El
area de la herida libre de células se midi6 utilizando el software Image J (National

Institutes of Health, Bethesda, MD).

Ensayo ex vivo de anillos adrticos

Los cultivos de anillos adrticos de ratones se prepararon segun el procedimiento
de Nicosia y Ottinetti'®®. Ratones ¢57bl/6 de 8 semanas, fueron sacrificados por
asfixia con COz. La aorta toracica fue cuidadosamente removida de un raton de
6-8 semanas de edad e inmediatamente transferido a una placa de cultivo que
contenia una solucion estéril de PBS 1X fria. El tejido fibro-adiposo periaortico

fue cuidadosamente removido evitando dafiar la pared aortica. Los anillos

69



aorticos de un milimetro de largo fueron seccionados y enjuagados extensamente
en cinco lavados consecutivos de PBS 1X. A continuacion, los anillos se
incrustaron individualmente en una placa de 96 pozos previamente recubierta con
30 pL de gel de colageno de cola de rata tipo | polimerizado (Sigma, EE.UU.) y
se colocaron 50 pL adicionales de solucion de colageno no gelificado (1.5 mg/mL)
sobre cada anillo. Después de 15 min a 37°C para permitir la polimerizacién, se
afiadieron 100 pL de medio Optimen con FBS 2.5 % (control negativo), medio de
crecimiento suplementado con 10 ng/mL de hVEGF121'(control positivo) o 10
ng/mL de proteina MTV (muestra de prueba). Los cultivos se mantuvieron en una
incubadora de CO2 humidificada a 37 °C. El medio de cultivo se cambi6 cada tres
dias. Las imagenes se obtuvieron bajo una iluminacion de campo brillante
utilizando un microscopio invertido DSU Olympus 1X83 equipado con una camara
de 35 mm, magnificacion 4X. La angiogénesis se cuantificé contando los brotes

angiogénicos segun los criterios publicados'°.

4.5.5 Estudios de termoforesis microescala.

La técnica de Termoforesis microescala (MST, de sus siglas en inglés, Microscale
thermophoresis) se utilizo para realizar estudios de interacciones proteina-
proteina, y para la determinacion de constantes de disociacién (Kd) de estas
interacciones. Todos los experimentos se realizaron en el equipo Monolith

NT.115 Pico (NanoTemper Technologies, Alemania) y los insumos
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correspondientes de la misma compainiia. Se utilizé el kit de marcaje de proteinas
Monolith Protein Labeling Kit RED-NHS 2nd Generation (union covalente a
aminas primarias). Ademas, se utilizaron los capilares Monolith NT.115 Premium
Capillaries (NanoTemper Technologies, Germany). Los resultados se analizaron
en el software M.O. Affinity Analysis v.2.3 (NanoTemper Technologies, Alemania)
segun los parametros que se indiquen.

La marca fluorescente se adhirid covalentemente a la diana: rhrTNFa o LRP1
(Sigma, EE.UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante para el acoplamiento
de N-hidroxisuccinimida (NHS) del colorante fluorescente RED NT650. Se realizo
un ensayo previo para probar la adsorcién de la diana fluorescente-NT650 a las
paredes capilares. Se establecié la siguiente condicion para el ensayo MST:

— TNFa-NT650: Tampdn de union, PBS-Tween 0.05 %; concentracion de la
diana, 1nM; concentracion del ligando, de 4uM a 0.000122 uM, potencia
de excitacién 40 %; potencia MST, 40 %; temperatura, 25°C.

— LRP1-NT650: Tampdén de union, PBS-1M Urea-Tween 0.05 %;
concentracion de la diana, 20nM; concentracion de ligando, de 12.8uM a
0.000391uM; potencia de excitacion 20 %; potencia MST, 60 %;

temperatura, 25°C.

Se prepararon las mezclas correspondientes de diana fluorescente-NT650 y
proteina MTV o Etanercept en tampon de union. Después de 10 min de
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incubacion, las muestras se cargaron en los capilares de vidrio premium, y se
establecié una temperatura de 25°C para los experimentos de MST. Todas las
mediciones se realizaron en tres experimentos independientes, y el analisis de
los datos para la determinacion de Kd se realizo con el software M.O. Affinity

Analysis v.2.3 (NanoTemper Technologies, Alemania).

4.5.6 Diseno in silico de un dominio de dimerizacion VEGF mutado sin actividad

angiogeénica.

Se realizaron mutaciones sistematicas in silico en las secuencias de aminoacidos
del VEGF utilizando el servidor BeAtMuSiC
(http://babylone.ulb.ac.be/beatmusic/query.php). Se utilizo la estructura cristalina
del VEGF en complejo con el dominio 2 del receptor FLTR-1 (PDB ID: 1FLT) y el
receptor KDR (PDB ID: 3V2A). Los residuos de aminoacidos de la interfaz del
VEGF con respecto al FLTR-1 y el receptor KDR se identificaron por una
diferencia superior al 5 % en la accesibilidad a los disolventes del complejo
respecto a la estructura libre. La energia libre de enlace relativa (AAGbinding) fue
calculada por BeAtMuSiC para cada uno de los mutantes del VEGF. Los valores
de AAGbinding >= 2.0 kcal/mol se consideraron como un hot spot'®' y se
incluyeron en el modelo final. La energia libre de enlaces relativa del mutante

multiple del VEGF, que incluye los residuos de la interfaz propuestos en este
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estudio y residuos importantes en su actividad bioldgica, reportados
anteriormente'?? fue calculada por Rosetta Flex ddG.
El modelo tridimensional de la proteina MTV se obtuvo con el protocolo Modeller

v9.18 utilizando el patrén desarrollado para las proteinas recombinantes.

4.5.7 Inmunocitoquimica.

Las células crecidas a confluencia mayor al 80 % en camara Nunc Lab-Tek de 4
pocillos (Thermo Scientific, EE.UU.) o células crecidas en sistema transwell, se
incubaron con medio de cultivo sin suero 2 h a 37°C y 5 % CO., para limpiar los
receptores. Luego se afadio la molécula a evaluar o solucién de fago en medio
de cultivo, permitiendo su internalizacion durante 2 h a 37°C y 5 % COa.
Transcurrido ese tiempo las células fueron lavadas con medio de cultivo sin suero
y fijadas en paraformaldehido al 4 % durante 20 min, a temperatura ambiente.
Después de la fijacion, las células fueron permeabilizadas con 0.25 % TritonX-
100 en PBS 1X durante 10 min, seguido de un lavado con PBS 1X, y bloqueadas
con 2 % de solucion de albumina de suero bovino (BSA) en PBS 1X durante 30
min a temperatura ambiente. Luego las células fueron incubadas en una solucién
de anticuerpos primarios preparados en una solucién de BSA al 2 %, durante

toda la noche a 4°C. Los anticuerpos primarios utilizados fueron: el anticuerpo
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anti-poli His tag (Abcam, ab9108), anti-lgG humano, Alexa Fluor 488

(Thermofisher, A-11013) o anti-M13 producido en raton (GE, Suecia).

Las células fueron lavadas con PBS-Tween 0.2 % (PBS-T), tres veces, e
incubadas con anticuerpos secundarios y conjugado Phalloidin-iFluor para la
tincion de filamentos de actina durante 1 h a temperatura ambiente. Como
anticuerpo secundario se utilizé: 1IgG anti-conejo, Alexa Fluor 546 (Thermofisher,
A-11010) y el reactivo Phalloidin-iFluor 488 (Abcam, ab176753) o IgG Anti-
mouse, Alexa fluor 488nm (Abcam, ab150113 ) y el reactivo Phalloidin-iFluor 594
(Abcam, ab176757) para la visualizacion del citoesqueleto. Después de tres
lavados con PBS-T, los acidos nucleicos fueron tefiidos por el medio de montaje
para la fluorescencia con DAPI (Vectashield, H-1200). Las imagenes se
obtuvieron con un microscopio de fluorescencia invertida DSU Olympus X833,
equipado con una camara ORCA-R, La camara y el microscopio fueron

controlados por el software Xcellence RT 1.1.

Imagenes compuestas (Z-stack) se obtuvieron en el Centro de Microscopia
Avanzada, utilizando microscopio confocal espectral LSM780 NLO Zeiss con

lentes objetivo de 63X.

4.5.8 Phage Display.
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Infeccidn de bacterias con fago auxiliador.

Un cultivo de bacterias E. coli TG1 conteniendo o no fagémido se crecié en medio
liquido 2xYT suplementado con los antibidticos correspondientes hasta alcanzar
DOeoonm entre 0.4 y 0.6. Se ainadio el fago auxiliador KM13 a concentracion final
de 1x10" unidades formadoras de colonias, ufc/mL y se incubo a 37°C por 1 h.
Luego, los cultivos se centrifugaron a 2500 g y el pellet bacteriano se resuspendié
en medio liquido 2xYT suplementado con antibiéticos correspondientes. El cultivo

se incubd por 20 h a 30°C para la produccion de fagos.

Purificacion de fagos por precipitacion con polietilenglicol (PEG).

Un cultivo en produccion de fagos se centrifugé a 8000 g por 10 min a 4°C. El
sobrenadante se traspasoé a tubos nuevos, se afadio 1/5 de volumen de solucion
20 % (p/v) PEG 8000 - 2.5 M NaCl, se mezclé por inversion y se incubd en hielo
por al menos 1h. Las muestras fueron centrifugadas a 6000 g por 25 min a 4°C.
Se elimind el sobrenadante y se resuspendio el precipitado en PBS 1X
respetando la proporcion de 500 uL de PBS 1X por cada 50 mL de medio de
cultivo procesado. Se traspaso la muestra a un microtubo y se centrifugé a 12000
g por 5 min. El sobrenadante conteniendo los fagos se traspasdé a un nuevo
microtubo. Las muestras de fagos se almacenan a -20°C (corto plazo), o se
afiade glicerol a concentracion final de 10 % (v/v) y se mantienen a -80°C (largo
plazo).
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Determinacién del titulo de fagos.

La determinacion del titulo de fagos se realiz6 mediante el conteo de unidades
formadoras de colonia (ufc). Para esto, se prepararon diluciones seriadas de las
muestras de fago desde 10! hasta 10" (factor de dilucién 10) en un volumen
final de 90 uL de medio LB. A modo de control negativo se utiliza una muestra de
medio LB sin fagos. A cada dilucion se le anadieron 90 pyL de un cultivo de E. coli
TG1 crecido hasta una DOeoonm entre 0.4 y 0.6, y se incubo por 30 min a 37°C.
Rapidamente, se sembraron 5 pyL de cada dilucion en medio YTE/ Glucosa/ Agar
suplementado con ampicilina o kanamicina segun corresponda. Las placas se
incubaron toda la noche a 37°C. El recuento de colonias se realizé en la ultima
dilucion en la que se encuentran colonias aisladas. El titulo de fago se determiné

con la férmula:

i ufc_. 2 x numero de colonias x factor de dilucion
Titulo (E) = 5

Seleccidn de clones contra antigeno inmovilizado (biopanning)

La seleccion de péptidos de union al antigeno LRP1 (Sigma-Aldrich Cat. No.
APREST86752) se realizo utilizando la biblioteca de anticuerpos de dominio

unico (dAbs) (Source Biosience, Inglaterra) fusionados a la proteina plll del fago
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KM13. Un esquema general del procedimiento se muestra en la Figura 10. Se
recubrieron 16 pocillos de placas High binding (Costar, EE.UU.) con 100 uL de
una solucion de antigeno LRP1 a 10 pg/mL en PBS Urea 1M, y se incubd en
camara humeda a 4°C toda la noche. Se realizé el bloqueo de los pocillos con
200 pL de 5 % (p/v) leche en PBS 1Xy se incubd en camara humeda a 4°C toda
la noche. La biblioteca conteniendo 2x10"" ufc en solucion de bloqueo se enfrentd
por 1h a pocillos recubiertos solo con solucion de bloqueo, para eliminar los
clones de fagos que se unen inespecificamente a la placa. A continuacion, se
procedié a enfrentar la solucidn de fagos a los pocillos conteniendo la diana
durante 1 h con agitacion suave. El sobrenadante fue recuperado y se denominé
No Unido (NU). Se realizaron 10 lavados de 10 min en agitacion usando 200
ML/pocillo de PBS-T, y 2 lavados con PBS 1X. Inmediatamente, se realizo la
elucién utilizando una solucion de tripsina 0.1 g/L en PBS (100uL/pocillo) y se

incubo por 1 h a 37°C con agitacion suave. La solucidn de elucion se recupero y
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se nombré Eluato. Ambas fracciones se titularon segun se describio

anteriormente.
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Figura 10. Proceso de seleccion de clones contra antigeno inmovilizado (biopaning).

El antigeno LRP1(circulos rojos) inmovilizado en placas de ELISA se enfrento a la biblioteca de
dABs. Tras recuperar la fraccion No Unido, se realizaron lavados con PBS-T. La elucion se realizé
con una solucién conteniendo tripsina 0.1 mg/mL. Los fagos recuperados se amplificaron,
purificados, y utilizados para la siguiente ronda de seleccion. Tras varias rodas de seleccion los
clones aislados fueron secuenciados y traducidos a secuencias de aminoacidos. Figura creada

en Biorender.com.

La fraccion de fagos Eluato fue amplificada, para esto se infectaron bacterias E.

coli TG1 crecidas hasta una DOeoonm entre 0.4 y 0.6, y se incubd por 1h a 37°C.

Se centrifugd a 3200 g durante 5 min y se resuspendio el pellet en 1 mL de medio
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2xYT. Se sembraron 166 plL/placa en seis placas YTE/glucosa/agar
suplementadas con ampicilina 100 g/L y glucosa al 4 % con rastrillo bacterioldgico
de vidrio. Se incubaron las placas a 37°C durante la noche. Las colonias se
recuperaron de la superficie de la placa en 5 mL de medio y se adicionaron en
250 mL de medio 2xTY suplementado con 4 % de glucosa y 100 pg /mL de
ampicilina. Se crecieron a 37°C, 200 rpm hasta una DOeoonm de 0.5. Luego, se
realizd la super-infeccidon con el fago auxiliador KM13 (102 ufc) por 1h a 37°C,
estatico. Se centrifugd el cultivo, y las bacterias fueron resuspendidas en 500 mL
de medio 2xTY suplementado con 0.1 % de glucosa, 100 ug/mL de ampicilina y
50 pg/mL de kanamicina y se cultivaron a 25°C con agitaciéon de 200 rpm. Tras
20 h, se purificaron los fagos mediante precipitacion con PEG y se determino el
titulo de fagos segun se describié anteriormente. Este procedimiento, se repitié 4
veces utilizando los fagos amplificados de la ronda anterior como muestra de

entrada.

Identificacion de anticuerpos de dominio tinico (dAbs) de unién a la proteina

diana.

Una vez que se identificd el enriquecimiento en una fraccion de fagos por su
capacidad de unién a la proteina diana, se procedié a aislar clones desde la
fraccion de eluato correspondiente. Para esto, bacterias E. coli TG1 se infectaron

con el eluato de fagos correspondiente, las muestras se sembraron en placas de
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medio YTE/ Glucosa/ Agar suplementado con 100 ug/mL ampicilina, y se incubd
toda la noche a 37°C. Al dia siguiente, colonias individuales de bacterias
transformadas con los fagémidos se propagaron en 10 mL de medio 2xTY
suplementado con 4 % de glucosa y 100 pg/mL de ampicilina. Se realiz6 la
purificacion del fagémido correspondiente a cada clon usando el E.Z.N.A.®
Plasmid Mini Kit Il (Omega Bio-Tek, EE.UU.). EI ADN purificado se chequed
mediante electroforesis en gel de agarosa y su concentracion se determind
mediante lectura de la DOgoeonm. Se prepararon muestras de 50 pyL a una
concentracion de 100 ng/mL, y se enviaron para su secuenciacion a la empresa

Macrogen (https://dna.macrogen.com, Corea del Sur). Para ello se utilizo el

oligonucledtido 5-CCCTCATAGTTAGCGTAACGA- 3’ 184 que se encuentra a 83
pb corriente arriba del gen que codifica las regiones VH en el fagémido pR2. Las
secuencias obtenidas se analizaron usando el programa SnapGene Viewer
version 5.1.5, lo que permitid identificar las secuencias de aminoacidos
correspondiente a los dAbs. El analisis inmunogenético de las regiones variables
se realiz6 con las herramientas disponibles en el sitio IMGT/V-QUEST
(http://www.imgt.org)'%?, pudiendo identificar las secuencias correspondientes a
regiones variables (VH) y sus correspondientes regiones determinantes de la

complementariedad (CDR) y regiones marco (framework).
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Evaluacion del reconocimiento de fagos portadores de dAbs contra la proteina

diana.

Se recubrieron pocillos de placa high binding (Costar, Corning) con 100 pL de la
proteina diana a concentracion 5-10 pg/mL en tampodn de recubrimiento, se
incubd toda la noche a 4°C en camara humeda. La solucion de recubrimiento fue
eliminada, se realiz6 un lavado con 200 L por pocillo de PBS 1X, y se bloquearon
los pocillos con leche descremada 3 % (p/v) en PBS 1X (200 pL/pocillo) durante
2 h a 37°C. A continuacion, se elimind la solucion de bloqueo, y se afiadieron las
muestras de fagos (100 uL/pocillo) preparadas en PBS-T a una concentracién de
10° ufc/mL. Se incubd a 37°C por 1 h, y se realizaron 3 lavados con PBS-T (200
ML/pocillo). Se afadio 100 uL/pocillo de anticuerpo anti-M13-HRP (GE, Suecia) a
dilucién 1:5000 y se incubd a 37°C por 1 h. Luego, se realizaron 4 lavados con
PBS-T, se afiadio solucion de revelado (100 pL/pocillo) y se incubo en oscuridad
por 10-20 min. La reaccion se detuvo por adicion de acido sulfurico 2.5 M (50

uL/pocillo) y se realizé la lectura de DOagonm.

4.5.9 Analisis estadistico

Los datos se representaron como la media * desviacion estandar de al menos 3
experimentos independientes llevados a cabo por triplicado, a menos que se
especifique otra cosa. Las diferencias entre los grupos se consideraron

significativas con un valor p <0.05. Las variables continuas se compararon
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usando la prueba t de Student, analisis de varianza (ANOVA-one way), prueba
Kruskal Wallis, o prueba de comparaciones multiples de Dunn. La concentracién
media efectiva (ECso) se calculd tras el ajuste sigmoidal de la curva: % de
viabilidad Vs log(concentracion) y corresponde al valor de la concentracion que
genera el 50 % de proteccion celular. Los datos fueron analizados con el software

GraphPad Prism versién 5.0.

4.5.10 Bioética y bioseguridad

El trabajo con animales de laboratorio fue desarrollado por personal altamente
calificado y siguio las recomendaciones de GUIDE and USE of laboratory Animals
(Institute of Laboratoy Animal Resources Commission on Life Science National
Reseach Council), los principios elaborados por el Consejo de organizaciones
internacionales de ciencias médicas. Organizacion mundial de la salud (1985) y
el texto “Aspectos Bioéticos de la Experimentacion Animal”, publicado por
CONICYTenl 2009. Con fecha del 22 de Mayo de 2018 fue aprobado el proyecto
por el Comité de ética y bioseguridad. Secretaria e investigacion. Facultad de
Ciencias Biolodgicas, Universidad de Concepcion. ANEXO1

El manejo de residuos se realizé segun los reglamentos de la Universidad de
Concepcion a través de MATPEL, respetando las clausulas del Manual de
Normas de Bioseguridad editado por CONICYT en 2008. Todo material

microbioldgico fue inactivado con hipoclorito de sodio al 10 %, mientras que los

82



animales de experimentacion sacrificados se congelaron y almacenara a -20°C

hasta su entrega a MATPEL.
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V. RESULTADOS

5.1Diseino, obtencion y purificacion de la proteina recombinante MTV.

Para obtener un nuevo inhibidor dimérico del TNFa con capacidad de
administrarse sistémicamente, se fusionaron las secuencias nucleotidicas de tres
moléculas diferentes para obtener una proteina recombinante. El orden desde el
extremo amino al carboxilo terminal fue el siguiente: angiopéptido-2 como caballo
de Troya para para cruzar la BHE por medio de la transcitosis mediada por el
LRP12". 23 el dominio extracelular de TNFR2 como secuencia bloqueadora del
TNFa 34y un segmento de VEGF mutado como dominio de dimerizacion. La
secuencia espaciadora SGGGG se utiliz6 entre cada dominio, para aportar
flexibilidad sin modificar las funciones de los dominios'%3, ademas se incluy6 una
cola de poli-Histidina en el extremo carboxilo terminal para facilitar la inmuno-
identificacion y purificacion de la proteina recombinante. Esta construccion se

denomino MTV (Figura 11A).
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MTH Ectodominio TNFR2 VEGF multi-mutado  6xHis

Figura 11. Molécula recombinante MTV: MTH-TNFR2-VEGF.

A. Modelo estructural de MTV obtenido mediante el software computacional Modeller v9.18. En
el modelo la estructura esta coloreada segun la composicién del dominio. MTH: “Molecular trojan
Horse” para el paso en la BHE, que corresponde al Angiopeptido-2 (rosa). Ectodominio TNFR2:
Dominio extracelular del TNFR2 (azul); VEGF mutado: Dominio de dimerizacion de VEGF con
mutaciones que impiden su actividad bioldgica (verde); 6XHis: Cola de polihistidina (amarillo).

Aunque las propiedades bioldgicas de los dos primeros dominios de MTV han
sido bien establecidas 2" 23 84 el dominio VEGF tuvo que optimizarse de forma
que solo funcionara como dominio de dimerizacion sin efecto angiogeénico.
Anteriormente, se describié un dominio VEGF no funcional con mutaciones
especificas (R82A, K84A, H86A)'%2. Para garantizar la ausencia de actividad

angiogeénica, se realiz6 analisis in silico de la secuencia del dominio VEGF, para
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identificar mutaciones adicionales que disminuyan su unién con el receptor sin
afectar su capacidad dimerizante. Se utilizaron mutaciones sistematicas in silico
para evaluar la interaccion del VEGF con sus receptores FLTR-1 y KDR, se
ubicaron los residuos de aminoacidos que se encuentran en la interfaz de los
complejos, basandonos en una diferencia mayor del 5 % en accesibilidad del
solvente entre el complejo y la estructura libre (Figura 12A). Se consideraron
como hot-spots mutaciones sistematicas en residuos que se encontraban en la
interfaz del complejo con cada receptor y que provocan cambios en la energia

libre de union, AG>= 2.0 kcal/mol, 1°1.

Mutacion AAG VEGF - AAG VEGF -
FLTR-1 (kcal/mol) KDR (kcal/mol)

Y21P * 5.89 4.02
Y25G * 5.24 5.29
R82A ** 0.81 0.82
K84A ** 0.81 0.70
H86A ** 0.38 2.71

Figura 12. Diseno in silico del dominio de dimerizacion VEGF mutado.

A. Los residuos de la interfaz del VEGF con respecto al receptor FLTR-1 y KDR se muestran en
rojo y azul respectivamente. Se destacan los residuos de la interfaz mutada propuestos en este
estudio (Y21, Y25) y el residuo H86 propuesto en Keyt et al. 1997. B. Energia libre de union
relativa calculada por BeAtMuSiC para los mutantes simples del VEGF. (*) Mutantes propuestos
por mutagenesis in silico (**) Mutantes propuestos en Keyt et al. 1997.
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Se identificaron, por el analisis in silico de la energia libre de enlace relativa, dos
mutaciones, que no se habian reportado anteriormente, que afectan la unién
VEGF con sus receptores, Y21P (AG = 5.89 kcal/mol; 4.02 kcal/mol) y Y25G (AG
= 5.24 kcal/mol; 5.29 kcal/mol). La reduccion en la energia libre de enlace indica
que estas mutaciones, potencialmente disminuyen la unidén del VEGF a ambos
receptores, el FLTR-1y el KDR. Igualmente se determin¢ la energia libre de unién
relativa (AG) para las mutaciones del VEGF previamente reportadas, R82A,
K84A y H86A'%?, involucradas en el reconocimiento de receptores y la actividad
angiogeénica (Figura 12B).

El aumento de mas de 2.0 kcal/mol en la energia libre de enlaces relativa para el
VEGF mutado (VEFG*: Y21P/ Y25G/ R82A / K84A / H86A) respecto a la molécula
nativa predice una disminucion de la union del ligando a ambos receptores y la
atenuacion de su actividad biolégica (Tabla 2). La secuencia mutada del VEGF
(VEFG*: Y21P/ Y25G/ R82A / K84A / H86A) se consideré como un dominio de
dimerizacion con actividad bioldgica disminuida y se incluyé en el disefio de la

molécula recombinante.
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Multi-mutant Receptor AAG (kcal/mol)

R82A/ K84A/ H86A FLTR-1 0.317 £ 0.141

KDR 1.737 £ 0.239

Y21P/ Y25G/ R82A/ K84A/ H86A FLTR-1 5.611 £ 0.237
KDR 6.779 £ 0.433

Tabla 2. Energia libre de union relativa de los dominios VEGF mutados a sus receptores
FLTR-1y KDR.

VEGF mutante reportado por Keyt et al. 1997 (R82A/ K84A/ H86A) y el propuesto en este trabajo
(Y21P/ Y25G/ R82A/ K84A/ H86A) calculada por Rosetta Flex.

5.1.1 Expresion y purificacion de la proteina recombinante MTV

En base al disefio establecido anteriormente para la proteina recombinante, MTV,
se envio la secuencia de ADN codificante para su sintesis y clonacion en el vector

de expresion pCl-neo a la empresa Genescript (https://www.genscript.com/). El

vector resultante, pCl-neo-MTV, se amplificé y la secuencia de ADN para la
expresion de la proteina recombinante MTV se extrajo por restriccidon enzimatica
con Nhel/Smal. El fragmento de ADN codificante para MTV se clon6 en el vector
de expresion pEntry-FSH digerido con las enzimas Nhel/Hpal; obteniéndose el
vector pEntry-MTV. En este vector la expresion de la proteina MTV esta bajo
control del promotor del citomegalovirus humano (CMVp). La secuencia
codificante para MTV (MTH-ECD TNFR2-mutVEGF-6XHis) es seguida por una
secuencia IRES (Internal Ribosome Entry Site) que permite la co-expresion de la
proteina fluorescente verde (GFP, del inglés Green Fluorescen Protein). De esta
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manera se seleccionaron los clones con mayores niveles de expresion de la
proteina de interés en base a la intensidad de la fluorescencia. Ademas, el vector
de expresidn posee un gen de resistencia a la Neomicina, que permitio
seleccionar lineas celulares estables en presencia del antibiético G418 (Figura
13A). El chequeo de restriccion enzimatica con la endonucleasa Ncol confirmo la
identidad del vector y la insercidn del gen de interés, obteniéndose segmentos

de ADN de la talla esperada (3100, 1535, 1024, 940, 703 pb) (Figura 13B).

(6992) Ncol

Ncol (630)

——— Ncol (1654)

PENTRy-MTV
7302 bp

(5457) Ncol

(4754) Ncol

Figura 13.Chequeo de restriccion del vector pEntry-MTV con enzima Ncol.

A. Mapa del vector de expresion pENTRY-MTV. El promotor del CMV controla la expresion de la
proteina MTV: péptido sefial en amarillo, MTH en rojo, dominio extracelular TNFR2 en azul y
dominio de dimerizacion del VEGF en verde fucsia. Al gen codificante para MTV le sigue una
secuencia IRES (Internal Ribosomal Entry Site) y el gen GFP como reportero. Ademas, el vector
contiene el gen NeoR, resistencia a Neomicina, como marcador de seleccién. B. Analisis de
restriccion del vector pENTRY-MTV con la enzima Ncol (3100, 1535, 1024, 940, 703 pb). A la
izquierda: electroforesis simulada, derecha: electroforesis en gel de agarosa al 8 %. MW: Patron
de peso molecular 1 kb DNA ladder.
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Se seleccionaron células CHO establemente transformadas con el vector
pPENTRY-MTV por presidn selectiva con el antibiético G418. Luego de 12 dias,
se observd en microscopio de fluorescencia los niveles de expresiéon de GFP
(Figura 14A). Las células CHO no transfectadas no mostraron fluorescencia y se
observaron intensidades variables de fluorescencia en las células transfectadas.
El medio de cultivo en cada caso se analizé para la expresion de la proteina MTV,
por SDS page y reconocimiento en western blot con anticuerpo anti-poli histidina.
Se observo, en el caso de las células transfectadas, dos bandas
correspondientes a proteina con PM a la altura de 48 y 100KDa que pudiesen

corresponder a las formas mono y dimérica de la proteina (Figura 14B).

Para elegir los clones con elevada produccion de MTV se realizé una seleccion
por citometria de flujo, tomando como criterio de seleccion la intensidad de
fluorescencia. La seleccidn de células (eventos individuales) se realiz6 a partir de
la poblacion P3 de células, que mostraban los mayores valores de intensidad de

fluorescencia y correspondio al 1 % del total de eventos (Figura 14B).
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Figura 14. Expresion de la proteina recombinante MTV en linea celular CHO transfectada
con el vector de pEntry-MTV.

A. Andlisis de la expresién de GFP en células CHO productoras de proteina recombinante MTV
por microscopia de fluorescencia en medio de crecimiento selectivo suplementado con G418.
Microfotografia captada con Floid Cell Imaging Station, magnificacién 20X. B. Anadlisis de la
expresion de la proteina MTV en medio de cultivo, por SDS-PAGE 12 % con tincién de azul de
Coomassie y Western Blot con anti-6xHis Tag/ anti-mouse 790nm. PM: Marcador de peso
molecular AccuteRuler RGB plus.

El andlisis con las herramientas del servidor ExPASy
(https://web.expasy.org/compute_pi/), mostré que la proteina recombinante tiene
un peso molecular estimado de 34289.58 Dalton y un punto isoeléctrico de 6.06.
El analisis de la secuencia en el servidor NetNGlyc

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/), indica 3 sitios potenciales de N-

glicosilacion, dos en la region TNFR2 y una en la regiéon VEGF*. Para confirmar
la expresion de proteina recombinante, el medio de cultivo de células

amplificadas se analizé mediante SDS- PAGE y Western Blot (Figura 14B). En el
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Western Blot se identificé una banda cercana a los 48 kDa y otra, pasados los 75
kDa, que deben corresponder a las formas glicosiladas de la proteina
monomerica y dimérica, respectivamente y que esta ausente en el control

negativo.

La seleccion de clones mejor productores de proteina MTV se realiz6 en base a
la intesidad de fluorescencia por citometria de flujo. La seleccion de células
(eventos individuales) se realiz6 a partir de la poblacién P3 de células, que
mostraban los mayores valores de intensidad de fluorescencia y que
correspondio al 1 % del total de eventos (Figura 15A). Tras seleccidén de eventos
individuales a placas de 96 pocillos se procedié a evaluar la expresion de la
proteina en el medio de cultivo, de 8 clones individuales. Se utiliz6 como criterio,
la intensidad de fluorescencia que se obtiene en el reconocimiento del anticuerpo
secundario en ensayo de western blot (Figura 15B). En el clon S2.5 se detecté la

mayor intensidad de sefal; por tanto, se selecciond para la produccion de MTV.
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Figura 15. Seleccion de clon CHO-pEntryMTV para la produccion de proteina recombinante
MTV.

A. Citometria de fujo. Histograma de clasificacion de células fluorescentes (niUmero de eventos
versus Intensidad de fluorescencia). La poblacion de células, P3 (1 %), representa los eventos
con mayor sefal fluorescente. B. Analisis de la expresion de la proteina MTV desde el medio de
cultivo de clones aislados. Las muestras de medio de cultivo celular de los clones productores de
proteina MTV fueron analizadas por SDS-PAGE 12 % con tincion de azul de Coomassie y
Western Blot con anti-6xHis Tag/ anti-mouse 790nm. PM: Marcador de peso molecular
AccuteRuler RGB plus. Los clones evaluados fueron: S2.3, S2.4, S2.5, S2.6, S2.7, S2.12, A5.2 y
A5.3. La cuantificacion de la sefial a 790nm se realizé mediante el software Image Studio del
sistema Licor Odyssey.

La proteina MTV se purifico mediante cromatografia de afinidad a iones metalicos
desde el sobrenadante de cultivo del clon establemente transformado, S2.5. El
cromatograma de la purificacion (Figura 16A) present6 cuatro maximos de
absorbancia a una DO2sonm, l0s que corresponden a la muestra no unida (NU),

las dos muestras de lavado y la muestra eluida. Cada una de estas fracciones,
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ademas de la muestra de entrada, se analizaron mediante SDS-PAGE y Western
Blot (Figura 16B). En el western blot, con muestras corridas en condiciones
reductoras, se observo en el carril de la muestra inicial una banda difusa
alrededor los 48 kDa que debe corresponder a la proteina MTV y esta ausente
en la muestra de proteina no unida, lo que se confirmé mediante el Western Blot
de estas fracciones; esta observacion indica que la totalidad de la proteina de
interés se adhiere a la columna. El analisis de las fracciones de lavado y elucién
mostré que 40 mM de imidazol no logré despegar la proteina de la matriz y que
esta comienza a eluir en el lavado a 80 mM de imidazol acompafada de proteinas
contaminantes. Este resultado sugiere que hay parte de la proteina que se adhirio
de una manera mas deébil a la columna. En la fraccion de 250mM,
correspondiente a la elucidon se observo la proteina de interés con un 86 % de

pureza estimado, segun la evaluacion realizada mediante densitometria.
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Figura 16. Purificacion y caracterizacion de la proteina recombinante MTV desde medio de
cultivo de células CHO-pEntryMTV.

A. Cromatograma de purificacién por afinidad a iones metalicos (IMAC) utilizando una matriz fast
flow Ni-Sepharose. B. Analisis de SDS-PAGE y Western Blot de muestras de los diferentes
maximos de DOz2gonm Obtenidos en el IMAC. PM: Marcador de peso molecular AccuteRuler RGB
plus; Ini: muestra inicial; NU: Muestra no unida; 40: proteinas del paso de lavado a 40 mM de
Imidazol; 80: proteinas del paso de lavado a 80 mM de Imidazol; 250: elucion de MTV a 250 mM
de Imidazol. Las muestras de proteina se analizaron en 12 % de SDS-PAGE con una tincién azul
Coomassie y el revelado del Western Blot se realizé con anti-6xHis Tag/ anti-mouse 790nm.
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El patrén de migracién obtenido durante la expresién de MTV en células CHO y
el proceso de purificacion mostré bandas correspondientes a pesos moleculares
superiores a los esperados. Aunque el peso molecular teérico de MTV es de 34.3
kDa, tiene tres sitios potenciales para la N-glicosilaciéon
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/): dos en el dominio extracelular del
TNFR2 y uno en el dominio de dimerizacion del VEGF. La transferencia de
glicanos a esos sitios podria aumentar la masa molecular de la proteina MTV y

retrasar su migracion en geles de poliacrilamida
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Figura 17. Deglicosilacion de la proteina MTV.

Analisis de SDS-PAGE y Western Blot de la proteina MTV deglicosilada (D): Proteina MTV
tratada con PNGasa F durante toda la noche a 37°C. Proteina MTV glicosilada.(G): Proteina
MTV con el mismo tratamiento, pero sin PNGasaF. PM: Marcador de peso molecular AccuteRuler
RGB plus. Las muestras de proteina se analizaron en 12 % de SDS-PAGE con una tincién azul
Coomassie y el revelado del Western Blot se realizé con anti-6xHis Tag/ anti-mouse 790nm.
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El estado de glicosilacion de la proteina MTV se examind mediante la
deglicosilacion con PNGasa F (Figura 17). Los productos digeridos y analizados
mediante SDS-PAGE reductora mostraron, en el analisis por western blot, que el
tratamiento con PNGasa F disminuyo6 el peso molecular de la porteina MTV. En
el caso de la forma monomérica a un producto que migra cercano a los 35 kDa,
correspondiente con el valor de peso molecular tedrico y un producto entre 63 y

75 kDa para la forma dimérica.

Estos resultados permitieron establecer un proceso de expresion y purificacion
de la proteina MTV desde medio de cultivo de células CHO establemente
transformadas con el vector de expresion. Dicho proceso permitié obtener la

proteina recombinante, glicosilada y con alto grado de pureza.

5.1.2 Caracterizacion del dominio dimerizante, VEGF mutado.

En el disefio de la proteina MTV se incluyé un dominio VEGF mutado con el
objetivo de obtener un TNFI dimérico con mayor actividad biolégica. El analisis in
silico predijo la formacion de dimeros fuertes sin ninguna actividad angiogénica.
El ensamblaje de las estructuras diméricas del MTV en torno a los 95 kDa se
corroboré por SDS-PAGE y Western Blot en condiciones no reductoras (Figura
18). Incluso en condiciones reductoras se detectd la presencia del dimero,

probablemente debido a la accién parcial del tampon reductor y a la fuerza del
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enlace del dimero. Inesperadamente se observd en condiciones no reductoras

proteina en estado monomérico.
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Figura 18. Dimerizacion de la proteina MTV.

Analisis de SDS-PAGE y Western Blot de proteina MTV purificada en Condicion reductora (Red)
y Condicién no reductora (N.Red). Las muestras de proteina se analizaron en 12 % de SDS-
PAGE con una tinci 6n azul Coomassie y el revelado del Western Blot se realizd con anticuerpos
anti-6xHis Tag/ anti-mouse 790nm. PM: Marcador de peso molecular AccuteRuler RGB plus.

La inhibicion de la actividad proliferativa y angiogénica del motivo VEGF mutado
se demostro en ensayo in vitro de cierre de la herida en cultivo celular de células
ECV304 y ex vivo en anillos aorticos de raton. En el ensayo de cierre de la herida,
las células ECV304 tratadas con 10 ng/mL de proteina MTV durante 12 h no

migraron significativamente al area de la herida comparado con el control
98



negativo (Prueba de comparacion multiple de Dunn, p=0.3594). Cuando se
afadid6 al medio igual concentracion de hVEGF21 como control positivo,
alrededor del 46.7 % del area de la herida se recuperd debido a proliferacion y
subsecuente migracion de las ceélulas ECV304 en presencia del factor

angiogeénico (Figura 19).
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Figura 19. Actividad proliferativa in vitro de la proteina recombinante MTV

Ensayo de cierre de la herida en cultivo de células ECV304. Las imagenes se adquirieron 12 h
después de la incubacion con: medio M199 (control negativo), medio M199 suplementado con
hVEGF121 10 ng/ml o medio M199 suplementado con MTV 10 ng/mL. Las lineas de puntos marcan
el borde de la herida. El area libre de células se cuantifico utilizando el software Image j. Las
barras representan la media = desviacion estdndar de los valores obtenidos de 3 réplicas. Las
comparaciones se realizaron utilizando prueba de Kruskal-Wallis seguida de las pruebas de
comparacion multiple de Dunn. ns: no significativo; *: p<0.05. Microfotografia captada con
microscopio OLYMPUS I1X81.

100



La actividad angiogénica en los anillos aorticos de raton fue cuantificada por
recuento del numero de brotes tras 6 dias de tratamiento. Después del dia 6, los
anillos adrticos cultivados en medio de crecimiento suplementado con 10 ng/mL
de hVEGF121 (control positivo) mostraron un aumento significativo en el numero
de brotes en comparacion con los anillos cultivados en ausencia de factor
angiogeénico (control negativo) (Figura 20). Los anillos adrticos cultivados en un
medio suplementado con 10 ng/mL de la proteina MTV no mostraron diferencias
significativas con el control negativo (p=0.2825) generando 5 veces menos brotes
que el control positivo (Figura 20B). Ambos ensayos confirmaron lo predicho en
el disefio In silico, ya que no se detecto actividad angiogénica para la proteina

MTV y se conservo la propiedad de formacion de dimeros.
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Figura 20. Actividad angiogénica in vitro de la proteina recombinante MTV.

Ensayo ex vivo en anillos adrticos de raton. Se recogieron imagenes de anillos aodrticos
embebidos en colageno tipo | con 6 dias de estimulaciéon con: medio M199 (control negativo),
medio M199 suplementado con hVEGF121 10ng/ml o medio M199 suplementado con MTV 10
ng/mL. Los brotes estan sefalizados con flechas en las micrografias magnificadas. Las barras
representan el numero medio de brotes de microvasos * desviacion estandar de los valores
obtenidos de 4-6 réplicas. Las comparaciones se realizaron utilizando una prueba de Kruskal-
Wallis seguida de las pruebas de comparaciéon multiple de Dunn. ns: no significativo; *: p<0.05.
Microfotografia captada con microscopio OLYMPUS 1X81.
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5.2Caracterizacioén del dominio bloqueador de TNFa

5.2.1 Caracterizacion de la union de la proteina recombinante MTV y
rhTNFa

Para evaluar la union de la proteina MTV a TNFarecombinante humano
(rhTNFa) se realizo inicialmente una electroforesis nativa donde se analizaron
ambas moléculas por separado y la mezcla de proteinas incubadas a
temperatura ambiente por 15 min (Figura 21A). Se identific6 en el gel de
electroforesis una banda adicional para el caso de la mezcla, que corresponde al
complejo MTV-rhTNFa. Para el reconocimiento de la proteina MTV por Western
Blot se utilizd Avastin, un anticuerpo monoclonal anti-VEGF'%4. El Western Blot
confirmd la presencia de MTV en la banda correspondiente al complejo (Figura

21A).
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Figura 21. Ensayos de interaccion entre las proteinas MTV-rhTNFa.

A. Electroforesis nativa en gel de poliacrilamida al 10 % de la proteina MTV, rhTNFa y mezcla de
ambas proteinas (Mix). Las muestras de proteinas se visualizaron en el gel con una tincion azul
Coomassie y el revelado del Western Blot se realizé con anticuerpos anti-VEGF/anti-human 1gG
790nm. B. Analisis de las interacciones entre la proteina MTV con rhTNFa utilizando técnica de
termoforesis a microescala (MST). La proteina MTV o Etanercept se utilizaron como diana y el
rhTNFa como ligando fluorescente etiquetado con la sonda NT-650. Los experimentos de MST
se llevaron a cabo a 25°C. Las curvas dosis-respuesta resultantes se ajustaron a un modelo de
unién en un sitio Unico para extraer los valores de Kd. Tabla de valores Kd: Los datos representan
la media £ desviacion estandar de 3-4 experimentos independientes.

La técnica de termoforesis microescala se utilizé para estudiar la capacidad de la
proteina MTV de unirse a su ligando rhTNFa y de esta manera se determiné la
constante de disociacion (Kd) de la interaccion entre ambas proteinas. La MST
dié como resultado un valor de Kd de 279 + 40.9 nM para la interaccion rhTNFa-

MTV y un valor de Kd de 235 + 96.7 nM para la interaccion rhTNF-Etanercept
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(Figura 21B), obteniéndose ademas curvas casi idénticas. No se encontraron
diferencias entre los valores de Kd obtenidos, lo que confirma una afinidad similar

por el rhTNFa de la molécula recombinante MTV en comparacién con Etanercept.

5.2.2 Evaluacion in vitro del efecto de la proteina recombinante MTV en
la inhibicion de la citotoxicidad inducida por TNFa.

Con el objetivo de evaluar la capacidad de la proteina MTV de inhibir el efecto
citotoxico de TNFa se realizé un ensayo de citotoxicidad con la linea celular L929.
El ensayo se basa en evaluar la capacidad de la proteina MTV para bloquear el
efecto citotoxico que posee el TNFa sobre las células L929. Primeramente, se
confirmé que la proteina MTV no tenia efecto en la viabilidad celular ya que no
vario el porciento de viabilidad celular al aumentar la concentracion de la proteina
MTV en comparacion al medio sin la molécula afiadida (Figura 22).
Posteriormente, se determind la minima concentracién de rhTNFa que redujo la
viabilidad del cultivo celular a valores inferiores al 40 %, valor de concentracion
que es utilizado para evidenciar el efecto de los bloqueadores de TNFa. Al
aumentar la concentracién de rhTNFa a las que se exponen las células, diminuy6
la viabilidad celular para una concentracion efectiva (ECso) de 7.287 ng/mL. A
concentraciones de rhTNFa entre 15.6 y 31.25 ng/mL se obtuvieron valores

promedio de viabilidad entre 45y 34.4 %, por lo que se seleccion6 25 ng/mL de
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rhTNFa, que corresponde a valores utilizados anteriormente para ensayar
agentes bloqueadores de TNFa®2.
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Figura 22.Efecto de la proteina MTV y rhTNFa en la viabilidad de células L929.
Las células L929 adherentes confluentes se expusieron durante 20 h a concentraciones
crecientes de la proteina MTV o rhTNFa. La viabilidad celular se medié mediante ensayo MTT.

Confirmado que la proteina MTV no afectd la viabilidad celular y empleando
rhTNFa a 25 ng/mL para evidenciar su efecto citotdxico, se evaluo la capacidad
como TNFI de la proteina MTV y Etanercept (como referencia). Se observo el
aumento de la viabilidad celular al aumentar las concentraciones del inhibidor
(Figura 23). Se observo la neutralizacion de la citotoxicidad de rhTNFa hasta un
80 % de viabilidad con ambos antagonistas. La proteina MTV y el Etanercept
neutralizaron de manera dosis dependiente el efecto citotoxico de TNFa, con
valores de ECso de 265.7 ng/mL y 47.75 ng/mL, respectivamente (Figura 23). Los
resultados indicaron que la proteina MTV ejerce su actividad biologica inhibiendo

el efecto citotéxico de TNFa in vitro.
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Figura 23. Neutralizacion de la citotoxicidad inducida por TNFa.

Curva de neutralizacion de la citotoxicidad de rhTNFa en células L929 por Etanercept o la proteina
MTV. Las células L929 confluentes se expusieron durante 20 h a concentracién creciente de la
molécula bloqueadora en presencia de rhTNFa 25 ng/mL. La viabilidad celular se medié mediante
ensayo MTT.

5.3 Caracterizacion del dominio Caballo de Troya molecular.

La proteina recombinante MTV posee en su extremo amino terminal el dominio
peptidico, Angiopeptido-2, utilizado con éxito para el traspaso de drogas al SNC
mediante un mecanismo de transcitosis mediada por LRP1 2" 23 Otros ligandos
que unan LRP1 para traspasar la BHE pueden sustituir al Angiopeptido-2 en la

molécula recombinante o incluirse en el disefio de otras drogas.

5.3.1 Caracterizacion de la union de la proteina recombinante MTV y el
receptor LRP1

Para evaluar la unién de la proteina MTV al receptor LRP1 se realizé inicialmente

una electroforesis en condiciones nativas en gel de poliacrilamida al 10 %. Se
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analizé cada molécula por separado ademas de evaluar la mezcla tras 15 min de
incubacion a temperatura ambiente (Figura 24A). En el gel de electroforesis, el
antigeno LRP1 se observa como un conjunto de bandas, posiblemente por la
presencia de estructuras multiméricas. Se identificé una banda adicional para el
caso de la mezcla, que corresponde al complejo MTV-LRP1. ElI Western Blot
confirmé la presencia de la proteina MTV asociada a los multimeros de LRP1
(Figura 24A). La técnica de MST también se utilizo para estudiar la capacidad de
la proteina MTV de unirse al receptor LRP1, obteniéndose un valor de Kd de 399
+ 50.5 nM para la interacciéon LRP1-MTV (Figura 24B), lo que indica una afinidad
similar a la establecida para un receptor por su ligando'®. Estos resultados

demostraron que se produce la union entre MTV y LRP1.
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Figura 24.Interaccion MTV-LRP1.

A. Electroforesis nativa en gel de poliacrilamida al 10 % de MTV, LRP1 y mezcla de ambas
proteinas (Mix). Las muestras de proteinas se visualizaron en el gel con una tinciéon azul
Coomassie y el revelado del Western Blot se realizé con anticuerpos anti-VEGF/anti-human 1gG
790 nm. B. Andlisis de las interacciones entre la proteina MTV con LRP1 utilizando técnica de
termoforesis a microescala (MST). La proteina MTV se utilizé como diana y el LRP1 como ligando
fluorescente etiquetado fluorescentemente con NT-650. Los experimentos de MST se llevaron a
cabo a 25°C. Las curvas dosis-respuesta resultantes se ajustaron a un modelo de unién en un
Unico sitio para extraer los valores de Kd. Tabla de valores Kd: Los datos representan la media
desviacion estandar de 3 experimentos independientes.

5.3.2 Transcitosis in vitro de la proteina recombinante MTV

Para evaluar capacidad de realizar transcitosis in vitro de la proteina
recombinante MTV se utilizé como modelo de BHE células bEnd3 crecidas en
monocapa en sistema franswell. Las células bEnd3 provienen de una linea
inmortalizada de células del endotelio del cerebro de raton que muestran en
cultivo caracteristicas similares a la BHE %6, La formacion de la barrera de células

fue monitoreada por medicion de la resistencia trans-endotelial (TEER). Seis dias
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después de sembrar 2 x 10* células/pocillo se alcanzé una meseta con 26.84 +
0.83 ohms x cm? en el valor de TEER, correspondiente a la formacion de una
barrera de células (Figura 25A). Tras 2 h de incubar las células en medio sin
suero, para aumentar el acceso a los receptores, se afiadid 125 ng de proteina
MTV en la camara superior del sistema transwell o 125 ng de ETA. Para probar
la capacidad de la molécula de difundir a través del sistema transwell se anadié
igual cantidad de proteina a una camara sin células (C-). Luego de 2 h de
incubacion las soluciones del compartimento superior e inferior fueron colectadas
y se determind la presencia de proteina por dot blot, cuantificandose los niveles
de fluorescencia. En la camara sin células la proteina MTV difunde libremente
alcanzando valores cercanos al 50% en ambas camaras. Se logra detectar un
10.5 % de proteina MTV en el compartimento inferior, valor 5 veces superior al
que logra detectarse para ETA sugiriendo que la adicién del dominio MTH

favorece su paso a través de la barrera de células (Figura 25 B).
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Figura 25. Capacidad de la proteina MTV de atravesar la monocapa celular en modelo in
vitro de BHE.

A. Resistencia transendotelial (TEER) de modelo in vitro de BHE con células bEnd3. Insertos de
poliéster, 6.5 mm, 0.4 um de poro se sembraron con bEnd3, 2 x 10* células/pocillo y se registrd
la TEER cada 2 6 3 dias. B. Permeabilidad relativa en modelo in vitro de BHE. En sistema
trasnwell con células bEnd3 formando barrera se adicionaron 125 ng de proteina en el
compartimento superior y tras 2 h de incubacién evalué la presencia de presencia de proteina por
dot blot. MTV: anti-6xHis Tag/ anti-mouse 790nm. ETA: anti-human 790nm. La cuantificacion de
la sefal a 790nm se realizd mediante el software Image Studio del sistema Licor Odyssey.

La internalizacion de la proteina MTV las células bEnd3 se determiné mediante
inmunocitoquimica y microscopia fluorescente, después de 2h de incubacion con
una solucién conteniendo 500 mM de MTV a 37°C (Figura 26). Por el contrario,
el Etanercept, que carece de dominio ligando de LRP1, no se internaliz6 en las
células endoteliales bEnd3. Estos resultados sugieren a que el dominio MTH en

la proteina MTV esta mediando la entrada a las células.
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Control Negativo MTV Etanercept

Figura 26. Internalizacion in vitro de la proteina MTV.

Microscopia de epifluorescencia de células bEnd3 después de 2 h de incubaciéon con PBS 1X
(Control Negativo), proteina MTV 500 mM o ETANERCEPT 500 mM. La proteina MTV se detecto
con anti His tag/anti-conejo 546nm (rojo). El Etanercept se detectd con anti human IgG 488nm
(verde). Los filamentos de actina se tifieron con phaloidin 488nm (verde) o phaloidin 594nm (rojo).
Los nucleos celulares se detectaron con el reactivo de tincion nuclear DAPI (azul). Microfotografia
captada con microscopio de fluorescencia OLYMPUS 1X81, magnificacion 60X.

5.3.3 Obtencion de nuevos dominios “caballo de Troya molecular’ con
capacidad de unir LRP1.

Con el objetivo de obtener nuevas moléculas con capacidad MTH para sustituir
el Angiopéptido-2 en la proteina MTV o mediar el paso de otras drogas al SNC a
través receptor LRP1 se realizd biopanning por tecnologia de Phage display.
Para ello se utilizé una biblioteca de anticuerpo de dominio unico (dAbs, Single
domain antibodies) humano expuestos en la proteina plll del fago filamentoso
M13. El proceso de seleccion consistid en enfrentar la biblioteca de fagos al

antigeno LRP1 durante 4 rondas de seleccion
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Figura 27. Rondas de seleccion anticuerpo de dominio tnico (dAbs) afines con antigeno
LRP1.

La seleccion se desarrollo con la biblioteca de dAbs expuestos en la proteina plll del fago KM13
e incluye cuatro rondas (ronda1-4). La biblioteca se enfrentdé a antigeno LRP1 inmovilizado en
placa de ELISA. Se muestran los titulos de fagos recuperados en las fracciones de fagos no
unidos (NU) y fraccion eluida (Eluato) determinado por infeccién en E. coli TG1. Las unidades
formadoras de colonias (ufc) son una medida de la infectividad, definida como el nimero de
colonias resistentes a ampicilina que se obtienen después de la infeccion de la cepa TG1.

La amplificacién de fagos que expresan dAbs se llevdo a cabo mediante la
determinacién del enriquecimiento de fagos eluidos en cada ronda de seleccién,
para esto se determin¢ el titulo de fagos de las fracciones de fagos no unidos
(NU) y eluidos (E). A medida que avanzaron las rondas de seleccion, se observé

un aumento en el titulo de fagos recuperados en el eluato (Figura 27). Se obtuvo
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un enriquecimiento de 13.5 veces en la ronda 4 comparado con la ronda 1,
cuando se comparan las fracciones eluidas normalizadas con el NU.

Se aislaron 47 clones de fagos a partir de la fraccion eluida en la ronda 4 y se
realizé la secuenciacion del ADN purificado. Se identificaron 5 secuencias de
dAbs mostrados sobre la proteina plll, una con 36 repeticiones (B7), otra con 8
repeticiones (D12) y otras 3 con una repeticion cada una (B11, D7 y D11) (Tabla
3).

Las secuencias obtenidas fueron analizadas por el programa IMGT/V-QUEST 192
para identificar las secuencias correspondientes a regiones variables (VH) y sus
correspondientes regiones determinantes de la complementariedad (CDR) y
regiones marco (framework). Las secuencias analizadas tuvieron un 85.76 % de
identidad con las cadenas variables del alelo Homsap IGHV3-23,
correspondiente al segmento de linea germinal de cadena pesada sobre el cual

fue construido la biblioteca 84
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ID Secuencias de clones seleccionados n (%)

Cmmmmmmm o FR1-----=--==-- > <-CDR1-> <------ FR2------ > <=CDR2-> <-----=--=---ommo 1 > <mmmoeo CDR3-------- > €mmmmmmm e
Bll  MAQVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAAS GVRVSHNV MAWVRQAPGKGLEWVST IKAPDGST YYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYC ASHSAESMETKPEDF WGQGTLVTVSSAAA 1(2.1)
D12  MAQVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAAS GDTLIHND MAWVRQAPGKGLEWVST IQTQSGST YYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYC ASDGDGLGPIVCDKAEANLQS WGQGTLVTVSSAAA 8(17)
D7  MAQVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAAS GVNFSTXN MAWVRQAPGKGLEWVST IRGNNGST YYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLOMNSLRAEDTAVYYC AGCPPENTSPSLRS WGQGTLVTVSSAAA 1(2.2)
B7  MAQVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAAS GFMIIDQN MAWVRQAPGKGLEWVST IKADDGST YYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYC ATSWGEIQNDLNY WGQGTLVTVSSAAA 36(76.7)
D11  MAQVQLLESGGGLVQPGGSLRLSCAAS GDKISAEV MAWVRQAPGKGLEWVST ISTONGST YYADSVKGRFTISRDNSKNTLYLQMNSLRAEDTAVYYC AASRPNCPEEVKY WGQGTLVTVSSAAA 1(2.1)

Tabla 3. Anticuerpos de dominio unico (dAbs) de union a LRP1 identificados por Phage Display.

Secuencias de aa resultantes de la secuenciacion del ADN de 47 clones aislados tras cuatro rondas de seleccion. Analisis de las
secuencias variables dABs en la base de datos del servidor IMGT y subsecuente identificacion de las secuencias marcos (framework, FR)
y regiones determinantes de la complementariedad (CDR). ID: Identidad del clon, n: nimero de clones, %: Porciento respecto al total de
secuencias
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El analisis de la composicién de aa de las regiones CDR3 mostré una longitud de
entre 13 a 21 aa y los valores tedricos de pH isoeléctrico (pl) para esta region
indicaron mayor densidad de cargas positivas para los fragmentos dABs D7 y
D11. El reconocimiento de LRP1 por los 5 fragmentos dABs identificados se
evalué mediante inmunoensayo tipo ELISA. Se observé que existe un mayor
reconocimiento del antigeno LRP1 para el clon D11 (p=0.0018; Anova test)

(Figura 28).
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Figura 28. Reconocimiento de fagos mostrando fragmentos dABs por LRP1.

Pocillos de placa de ELISA se recubrieron con LRP1 (1 pg/pocillo), el bloqueo se realizé con leche
3 %. Luego, se afiadieron muestras de fagos amplificados a concentracion de 10° ufc/ml (100
pL/pocillo). La deteccion se realizd utilizando un anticuerpo anti-M13 conjugado a HRP. Se
cuantificé la DO4o2nm. Los resultados se grafican como el promedio + desviacion estandar de tres
réplicas. Las comparaciones se realizaron utilizando una prueba de Kruskal-Wallis seguida de las
pruebas de comparaciéon multiple de Dunn. Letras diferentes entre columnas indican diferencias
significativas (p<0.5) entre los grupos.
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Para evaluar capacidad de realizar transcitosis in vitro se seleccioné del clon B7
por contar con mas repeticiones dentro de las secuencias seleccionadas (76.7%)
y el clon D11, con mayor reconocimiento por LRP1, determinado por ELISA.
Como modelo de BHE se utilizaron células bEnd3 crecidas en monocapa en
sistema transwell. La formacién de la barrera de células fue monitoreada por
medicion de TEER. Trece dias después de sembrar 10 células/pocillo se alcanzé
una meseta con 18.44 + 2.4 ohms x cm? en el valor de TEER, correspondiente a

la formacion de una barrera de células (Figura 29A).
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Figura 29. Transcitosis de los clones de fagos recombinantes expresando fragmentos
dABs en modelo in vitro de BHE.

A. Resistencia transendotelial (TEER) de modelo in vitro de BHE con células bEnd3. Insertos de
poliéster, 6.5 mm, 0.4 ym de poro se sembraron con bEnd3, 10* células/pocillo y se registré la
TEER cada 2 6 3 dias. B. Permeabilidad relativa de los clones de fragmentos dABs en modelo in
vitro de BHE. En sistema trasnwell con células bEnd3 formando barrera se adicionaron 10'° ufc
en el compartimento superior y tras 2 h de incubaciéon se recuperaron los fagos en ambos
compartimientos. Se muestra el valor promedio de los titulos obtenidos por infeccién en E. coli
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TG1. Los valores de titulos Inferior/Superior se muestran como medida de permeabilidad relativa.
Las comparaciones se realizaron utilizando una prueba de Kruskal-Wallis seguida de las pruebas
de comparacion multiple de Dunn. ns: no significativo; *: p<0.05.

Tras 2 h de incubar las células en medio sin suero, para aumentar el acceso a
los receptores, se afadio 10'° ufc/well de cada clon y como control negativo el
bacteriofago no modificado, KM13. Luego de 2 h de incubacion las soluciones del
compartimento superior e inferior fueron colectadas y los fagos recobrados fueron
titulados por infeccidn en E.Coli TG1. Los titulos obtenidos en el compartimento
inferior para el control negativo, KM13, fueron significativamente menores
(prueba de Kruskal-Wallis, p=0.0062), indicando que los fragmentos dABs
mostrados sobre la proteina plll del fagemido son los responsables del paso a
través de la barrera de células (Figura 29B). El clon D11 mostré valores de
permeabilidad relativa en la monocapa de células, representado como el valor
inferior/superior, 8.9 x 102 veces mayor que el bacteriofago KM13, lo que indica
un incremento en la transcitosis a través de las células bEnd3.

Adicionalmente, se analiz6 la presencia de fagos en las células bEnd3 crecidas
en el transwell que se utilizaron en el ensayo por microscopia confocal de

fluorescencia (Figura 30).
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Figura 30. Capacidad de clones de fragmentos dAbs de atravesar la monocapa celular en
modelo in vitro de BHE.

Microscopia confocal de las células bEnd3 formando barrera en sistema transwell sobre insertos
de poliéster, 6.5 mm, 0.4 uym de poro después de 2 h de incubacién con fago KM13 o clones
expresando fragmentos dAbs B7 o D11 sobre la proteina plll. Los fagos se detectaron con anti
pVllil/anti-ratén 488nm (verde). Los filamentos de actina se tifieron con phaloidin 544nm (rojo).
Los nucleos celulares se detectaron con el reactivo de tincion nuclear DAPI (azul).

Micrografias compuestas captadas con microscopio confocal espectral LSM780 NLO Zeiss,
seccion superior/media/inferior en el plano Z y vista del plano XZ obtenidos del Z-stack.

Las secuencias de imagenes adquiridas por microscopia confocal en el plano Z
(Z-stacks) mostraron si los fagos fueron retenidos por las células endoteliales
bEnd3, permaneciendo en las secciones superior y media, o si se internalizaron
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mostrando mayor presencia en la seccion inferior mas cercana al filtro del inserto
transwell. En el caso del control negativo, KM13, tras 2 h de interaccion con la
monocapa de células los fagos se retuvieron en la superficie celular (seccién
superior) con presencia en las secciones media e inferior. Para el caso de los
fagos correspondientes a los clones B7 y D11, se observa apenas presencia de
fagos en la superficie celular (superior) ni en el interior celular, lo que sugiere que
la mayoria se transportaron a través de la monocapa endotelial durante el tiempo

de incubacion.

Estos resultados en conjunto con la permeabilidad aumentada del clon D11,
indican que la modificacion en la proteina plll con este dAbs favorece el proceso

de transcitosis en las células endoteliales, bEnd3.

VI. DISCUSION

6.1Diseno de la proteina recombinante MTV

En investigaciones previas se ha sugerido que los altos niveles de TNFa estan
involucrados en la fisiopatologia de la respuesta neuroinflamatoria asociada con
varios trastornos neuroldgicos®'". Los pacientes con dichos trastornos, que han

sido tratados con farmacos inhibidores del TNFa (TNFI) han manifestado mejoras
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cognitivas'’. En estos estudios se administraron biofarmacos por via
intracraneal?, intratecal'®'%, o perispinal'®, ya que estas moléculas no atraviesan
la BHE. En consecuencia, esos tratamientos son muy invasivos, y los gastos
aumentan debido a la hospitalizacién y la atencién médica'’.

Los farmacos anti-TNFa deben evolucionar hacia biofarmacos mas eficientes,
que actuen sistémicamente para que los tratamientos de las enfermedades
neurodegenerativas sean mas seguros y efectivos, llegando al cerebro sin
intervenciones agresivas. Aunque varias investigaciones se han centrado en el
bloqueo de la interaccion TNFa con sus receptores mediante pequefas
moléculas®® o la inhibicion selectiva del TNFa soluble'®, pocas han explorado la
permeabilidad en la BHE de TNFI''9. El hecho de que existen escasos estudios
sobre farmacos anti-TNFa que atraviesan las barreras cerebrales nos insté a
desarrollar un nuevo TNFI con capacidad de penetracion en la BHE. En este
estudio, describimos el disefo in silico y el funcionamiento in vitro de la nueva
molécula recombinante MTV. Esta proteina conjuga tres motivos: una secuencia
de caballo de Troya molecular, un dominio de bloqueo del TNFa y un fragmento
de dimerizacion.

Las citoquinas pueden ser bloqueadas por el uso de sus receptores solubles; sin
embargo, el uso de este enfoque es limitado porque los receptores solubles

monomeéricos generalmente tienen una baja afinidad o funcionan como
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agonistas?’®. Previamente se desarrollaron bloqueadores de alta afinidad
llamados trampas de citoquinas, cytokine traps, mediante fusiones de la regién
constante de 1gG1, como dimerizante, y los dominios extracelulares de los
receptores de las citoquinas®®. La tecnologia cytokine traps se ha adaptado a las
citoquinas con receptor hetero-multimérico, como los correspondientes a IL-1, IL-
4, IL-6 y IL-1320". El mismo enfoque se utilizo para desarrollar el Etanercept
(ENBREL®), bloqueador de TNFA aprobado por la FDA para el tratamiento de
artritis reumatoide, artritis idiopatica juvenil, espondilitis anquilosante, artritis
psoriasica y psoriasis®*. En el desarrollo del Etanercept se obtuvo un homodimero
de TNFR2 mediante la fusion del ectodominio TNFR2 con la regién Fc (fragmento
cristalizable) de la IgG1 humana?9?2%3, La efectividad como TNFI fue evaluada
para la molécula dimérica TNFR-Fc comparada con TNFR monomérico utilizando
ensayo in vitro de inhibicion del efecto citotoxico del TNFa en la linea celular de
fibroblastos L929 e in vivo, evaluando su eficacia como antagonista del TNFa en
el shock séptico inducido por popolisacarido?®*. La molécula dimérica es un
inhibidor del TNFa, entre 50 y 1000, mas potente que el TNFR monomeérico. Este
antecedente apoya el uso del TNFR2 en forma dimérica para un bloqueo efectivo
de TNFa.

La regién constante de la IgG puede interactuar con los receptores Fc (FcR) para

desencadenar citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (ADCC) y/o
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citotoxicidad dependiente del complemento (CDC)?°. En el desarrollo de
anticuerpos como MTH en la BHE, se requiere una funcidén efectora baja,
especialmente cuando la diana terapéutica es una citoquina. Cuando Couch y
col. analizaron la seguridad anticuerpos anti receptor de Transferrina (TfR) como
MTH para el paso de la BHE a concentraciones terapéuticas, los ratones
mostraron reacciones clinicas agudas y una reduccion de los glébulos rojos
inmaduros. Estos efectos fueron eliminados por modificacion de la regidon Fc para
anular su interaccion con las células del sistema inmune?°®. Por su parte Boado
y col. eliminaron esta funcion no deseada utilizando la region Fc del isotipo IgG1
de ratén, que tiene una baja funcién efectora?’®. Adicionalmente, biofarmacos
modificados con regién Fc pueden ser eliminados del cerebro hacia la sangre del
SNC a través del receptor FcRn que se expresa en la cara apical de las células
del endotelio vascular de la BHE?%7, disminuyendo sus concentraciones en el
organo diana. Tomando en cuenta estos antecedentes se decidié ensayar otro
dominio de dimerizacion diferente de Fc para el disefio de la molécula
recombinante descrita en este trabajo.

En nuestro disefio de un TNFI dimérico, el ectodominio del TNFR2 se fusion6 con
VEGF como dominio de dimerizacion, debido a su estabilidad estructural. La
estructura dimérica del VEGF esta estabilizada por un motivo nudo de Cisteina 'y

una region central hidrofébica. Adicionalmente, los mondmeros estan unidos
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covalentemente por dos enlaces disulfuro simétricos entre las cadenas de Cys51
y Cys60%. La utilizacion del dominio VEGF como dimerizante hace necesario
eliminar la funcionalidad biolégica del dominio, sin afectar la funcionalidad
estructural. Para suprimir la actividad proliferativa y angiogénica indeseada del
VEGF, se llevaron a cabo mutaciones sistematicas in silicio. En el analisis se
detectaron hot spots, correspondiente a aquellos residuos de aminoacidos
involucrados en la unién del VEGF a sus receptores, FLTR-1 y KDR. El analisis
in silico confirmo6 aquellos residuos ya identificados por ensayo experimental
(R82A/K84A/H86A)'%2 (Figura 12 y Tabla 2) y se detectaron dos nuevos residuos
(Y21P/Y25G). Estos hallazgos se suman a las pruebas proporcionadas por Muller
y col.?”- %9 que localizaron residuos de Y21 y Y25 adyacentes al sitio de unién del
VEGFR y sus mutantes de alanina bloqueando estéricamente el acceso del
VEGF a la superficie de unién con su receptor. De forma complementaria, un
trabajo reciente usando in silico screen sugiri6 que los residuos Y21 y Y25
interactuan con una cavidad secundaria, esencialmente hidrofébica y plana del
VEGFR, afectando potencialmente su actividad angiogénica®®, hecho
consistente con la ausencia de actividad angiogénica del dominio VEFG mutado
que se estudio en este trabajo (Figura 19 y Figura 20). El dominio VEGF

propuesto, que incluye las mutaciones ya reportadas y las determinadas en este
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estudio, podria utilizarse en otros disefios para obtener proteinas recombinantes

diméricas.

6.2Expresion, purificacion y caracterizacion molecular de la proteina
MTV.

El dominio de dimerizacion del VEGF mutado se incluyo en el extremo carboxilo
terminal del disefio de la proteina MTV (Figura 11). Para la produccion de la
proteina MTV se utilizé la linea celular CHO ya que genera modificaciones post-
traduccionales caracteristicas de células superiores necesarias para obtener las
proteinas con estructura y funcionamiento similares a las nativas. Se confirmo la
glicosilacion de la proteina MTV secretada (Figura 17). Un perfil de glicosilacion
adecuado en MTV puede aumentar la estabilidad de la proteina recombinante,

su vida media en la circulacion sanguinea y disminuir su inmunogenicidad 2°°.

En condiciones no reductoras se observaron mondmeros de la proteina
recombinante (Figura 18), un resultado no esperado dado la estabilidad del
enlace en la molécula de VEGF. De las mutaciones incluidas en el dominio VEGF,
para Y21P se estableciéo un cambio del aminoacido aromatico Tirosina por uno
ciclico, Prolina, en una hélice alfa de la estructura®”. La prolina es el Unico
aminoacido natural en el que el nitrégeno de la cadena lateral esta unido al

nitrogeno de la cadena principal, formando un anillo de pirrolidina de cinco
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miembros, una caracteristica que restringe notablemente el rango angular phi en
la formacion de enlaces peptidicos?'?. Tomando en cuenta esta caracteristica, se
ha utilizado la sustitucion de prolinas en varias proteinas con el objetivo de
aumentar su estabilidad 2'"-?'2, sin embrago por otro lado se conoce que prolinas
situadas internamente en las a-hélices o laminas B rompen las estructuras
secundarias, desestabilizando asi la proteina. La inclusion de la Prolina en el
residuo 21, ubicado en una hélice alfa de la proteina recombinante MTV, pudiera
ser responsable de que no toda la proteina se hay plegado formando dimeros.

En este trabajo se obtuvo una linea celular CHO transformada para la produccion
estable de la proteina MTV. La linea celular CHO es el sistema de mamiferos
utilizado en la fabricacion de mas del 70 % de las proteinas recombinantes
aprobadas actualmente como biofarmacos?'3. En el proceso de purificacion solo
se incluyd un paso cromatografico de separacion por afinidad a iones metalicos,
obteniéndose la proteina recombinante con un 86 % de pureza. El contaminante
principal se detectd con una migracion electroforética alrededor de los 63 kDa,
por lo que un paso adicional que involucre exclusion molecular?'* podria utilizarse

para alcanzar niveles superiores de pureza.

6.3 Caracterizacion del dominio bloqueador de TNFa en la proteina
MTV.
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El motivo correspondiente al ectodominio del TNFR2 media la unidn entre la
proteina MTV y TNFa. La formacion del complejo MTV-rhTNFa se confirmo
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida por la presencia de la banda
adicional correspondiente al complejo en condiciones nativas (Figura 21A). La
afinidad de esta interaccion fue entonces cuantificada mediante la técnica de
termoforesis en microescala (MST). Esta metodologia se basa en el movimiento
de las moléculas en gradientes de temperatura microscopicos generados en una
solucion. Utilizando un enfoque de titulacion, la MST permite cuantificar las
interacciones de alta afinidad a través de la constante de disociacion (Kd) en el
equilibrio de union?'®. Dado que se utilizé un pH neutro para el etiquetado, se
garantizo la incorporacion de la etiqueta fluorescente sélo en el extremo amino
terminal en la molécula de TNFa. La modificacion de las aminas primarias,
presentes en los residuos de aminoacidos basicos como la Lisina, podria interferir
con la union proteina-ligando. Se utilizo el Etanercept como referencia de la union
de TNFa, ya que es una proteina dimérica que ademas posee el mismo dominio
de union al TNFa, el dominio extracelular del TNFR2.

El valor obtenido de Kd para la union MTV-rhTNFa (279 £ 40.9 nM) estuvo en el
mismo rango y orden (nano-Molar) del valor de Kd para la interaccién Etanercept-
rhTNFa (235 + 96.7 nM) (Figura 21B). En contraste, estudios previos de las

interacciones entre TNFa y el ectodominio TNR2 reportaron valores de Kd en el
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rango pico-Molar a nano-Molar’>: 81, 7677, 216,136 - Aunque esto parece contradecir
nuestra observacion de valores de Kd superiores, la técnica de MST permitié
cubrir un amplio rango de concentraciones (pM a uM) que no se han evaluado
con anterioridad y los valores de Kd observados podrian corresponder a la
formacion de complejos con estequiometria superior a 1:182. Para el caso de la
proteina MTV debe tomarse en consideracion que en su estructura existen dos
elementos que pudiesen estar afectando la union a TNFa: el Angiopeptido-2 en
el extremo amino terminal, justo antes del TNFR2 y el dominio de dimerizacion
VEGF mutado. Este ultimo, posee un armazon compacto y estable proporcionado
por el nudo de Cisteina®® que contrasta con la flexibilidad que aporta la region
bisagra presente en la regidbn Fc de Etanercept. Adicionalmente se pudo
comprobar que, en condiciones nativas, no toda la proteina formé dimeros. Esas
diferencias estructurales y la posibilidad de una estequiometria diferente para

MTV: TNFa pudiesen explicar los valores de Kd obtenidos.

La similitud entre las curvas obtenidas en la termoforesis sugiere que el MTV
puede unirse a rhTNFa en la misma proporcion de Etanercept, por lo que fue
necesario un ensayo in vitro para evaluar su capacidad de neutralizar el efecto
citotoxico de TNFa en el cultivo de células L929. El Etanercept mostré6 mayor
potencia para bloquear el efecto citotoxico del rhTNFa, que se reflejo en un valor
de ECso mas bajo. Sin embargo, ambas moléculas lograron restablecer la
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viabilidad celular al mismo nivel (Figura 23). Una limitacién técnica de esta
medicion fue que se utilizdé una solucidn de proteina MTV con una pureza del 86
%, y a pesar de que los contaminantes no interfirieron con la viabilidad celular
(Figura 22) es posible que estén interfiriendo con la capacidad de MTV para
neutralizacion del TNFa. La presencia de mondmeros en condiciones no
reductoras pudiese estar hablando de una capacidad de neutralizacién

disminuida, que ya ha sido previamente reportada .

6.4 Caracterizacion del dominio MTH en la proteina MTV

El Angiopéptido-2 es el caballo de Troya molecular (MTH) peptidico mas
estudiado, cuya capacidad de penetracion de BHE ha sido utilizada ampliamente
para la administracion de drogas en el SNC 217 141.218-219 Egte péptido penetrante
de BHE activa la transcitosis en las células endoteliales de BHE como un ligando
de LRP1 2! que se expresa ampliamente en todo el sistema nervioso central 22,
La unién de la proteina MTV y LRP1 se confirmd mediante electroforesis en gel
de poliacrilamida en condiciones nativas por la aparicion de la banda adicional
correspondiente al complejo (Figura 24A), comprobandose ademas su unién a
los multimeros de LRP1 mediante reconocimiento por Western Blot. La afinidad
de esta union fue determinada por MST con valor de Kd en el orden nano-molar,
lo que confirma una afinidad moderada de union del Angiopep-2 al receptor LRP1

en el contexto de una proteina de fusion. Aunque se ha demostrado que el
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transporte y la acumulacion de Angiopep-2 en las células endoteliales del cerebro
estan mediados por LRP1?! | nuestros estudios muestran una medicion directa

de la afinidad de la union de Angiopep-2 y la molécula LRP1.

El ANG4043 es un conjugado entre el Angiopeptido-2 y mAb anti-HER2, con
actividad potencial antiproliferativa contra las células de carcinoma ductal de
mama HERZ2-positivo BT-474. En el contexto molecular de ANG4043, el
Angiopeptido-2 mostré valores de Kd de 1.0 y 1.3 mM en su union al cluster Il 'y
cluster IV del LRP1, respectivamente??®, que representa una afinidad menor
comparado con la proteina recombinante MTV. La afinidad moderada de la
proteina MTV por el receptor LRP1 puede ser ventajosa para la transcitosis
mediada por el receptor. Yu y cols.??! reportaron que un anticuerpo con alta
afinidad (Kd, 20 nM) por los receptores de transferrina permanecio asociado a la
BHE, mientras que una variante de menor afinidad (600 nM) se disocio y alcanzé

mayores concentraciones parenquimatosas.

Para evaluar la capacidad de transcitosis e internalizacién de la proteina MTV in
vitro, realizamos ensayos en células bEnd3. La internalizacion de la proteina MTV
se confirmo por microscopia de fluorescencia (Figura 26). Esta evidencia, junto
con los resultados del ensayo de termoforesis a microescala, sugiere que la
internalizacién de la proteina MTV en las células estaria mediada por el receptor

LRP1. Esto concuerda con el hecho de que el dominio Agiopep-2 de la proteina
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MTV funciona como lanzadera para su internalizacidon en células endoteliales a

través del receptor LRP1.

6.5ldentificacion y caracterizacion de dAbs con capacidad de mediar
transcitosis en modelo in vitro de BHE, via LRP1.

El LPR1 se expresa en una amplia gama de tejidos, asi como en neuronas,
astrocitos??? y células del endotelio vascular de cerebro?’. En las células
endoteliales de la BHE, LRP1 es endocitado continuamente desde la membrana
y reciclado de nuevo en un proceso rapido que no implica degradacion inducida
por el pH, lo que favorece el transporte de sus ligandos al SNC 223, La transcitosis
mediada por receptor LRP1 se convierte en una alternativa atractiva para el paso
de la BHE y subsecuente administracion de farmacos en el SNC. Nuevos
ligandos de LRP1 pudieran facilitar la entrega de farmacos en el SNC, tras
conjugarse covalentemente de forma similar a ANG1005 2°, que es el ejemplo
mas avanzado basado en transcitosis mediada por receptor (RMT). En este
estudio, nos propusimos identificar nuevos ligandos de LRP1 para continuar
desarrollando la tecnologia de administracion de farmacos al cerebro basada en
este receptor.
Utilizando la tecnologia de Phage display, tras 4 rondas de seleccion, se
identificaron 5 secuencias diferentes de dAbs (Tabla 3) que reconocen al

antigeno LRP1. El reconocimiento de los clones aislados por el antigeno LRP1
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fue comprobado por ELISA y se evaluo adicionalmente la capacidad de los clones
de realizar trasncitosis en modelo in vitro de BHE. El modelo utilizado en este
trabajo se basé en el crecimiento en monocapa de células del endotelio vascular
en sistema trasnwell, y la formacion de la barrera se monitoreo por el aumento
de la resistencia transendotelial (TEER). El sistema transwell con células bEnd3
alcanzo6 una TEER de 18.44 ohms x cm?, valor similar a lo reportado para esta
misma linea celular por otros autores 224225 En sistemas que incluyen co-cultivos
de células bEnd3 con pericitos y/o astrocitos se logran alcanzar mayores niveles
de TEER que los reportados en este trabajo. Sin embargo, el numero
significativamente bajo de fagos que no expresan dAbs (KM13) y logran atravesar
la barrera de células establecida (Figura 29), apoyan la validez de este sistema
para comparar la capacidad de realizar transcitosis de los diferentes clones
evaluados. Estos resultados estan en concordancia con trabajos anteriores que
consideran que la monocapa de células bEnd3 funciona como modelo in vitro

para investigar el transporte de moléculas relativamente grandes 2%4.

El clon D11, a pesar de tener una menor representacion en las secuencias
aisladas, realiza transcitosis en modelo in vitro de BHE significativamente mayor
que el bacteriéfago de origen (KM13) y que el clon B7. Este resultado puede estar
asociado al sitio de reconocimiento en el LRP1 y a una mayor potencia de D11

para inducir internalizacién del receptor en el lado apical de las células
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endoteliales, seguida de transcitosis y liberacion en el lado basal. La longitud y
composicion de las secuencias CDR obtenidas son muy variables, especialmente
en la CDR3. El analisis de la composicion de aminoacidos para las regiones
CDR3 de las secuencias dAbs obtenidas muestra la presencia de los residuos
basicos Arginina (R) y Lisina (K) en la secuencia D11, no asi para B7. Estudios
previos explican el papel de los residuos basicos en el reconocimiento de
diferentes ligandos por el LRP1%26-227  Sin embargo, serian necesarios estudios
adicionales para corroborar la importancia de estos residuos en el reconocimiento

de D11 por LRP1.

Los ensayos con microscopia confocal refuerzan el criterio de que los clones
seleccionados logran atravesar la monocapa de células para llegar al
compartimento inferior del transwell, ya que tras el tiempo de incubacion de 2h
apenas se detectan fagos en el interior de las células. Aunque el control negativo
KM13 se detectdé en la superficie e interior de la célula, evidenciado en las
diferentes secciones derivadas del Z-stack, no logra activar mecanismos de
transcitosis (Figura 30). Estos resultados son congruentes con hallazgos previos
que han demostrado que fagos no recombinantes entran en contacto con capas
de células superiores y pueden interactuar con la membrana celular y adherirse
a ella. Esta adherencia conduce a una internalizacién de los fagos asociados a

la membrana a través de una macropinocitosis no especifica??, lo que permite la

133



acumulacion constante de fagos dentro de la célula hasta 18 h??°. Sin embargo,
para el caso de los clones evaluados, el tiempo de incubacion permitié que los
fagos atravesaran la barrera de células, muy probablemente por transcitosis

mediada por el receptor LRP1, para aparecer en el compartimento inferior.

En la busqueda ligandos del LPR1 para el paso de drogas al SNC se identifico el
Angiopep-2?3 y se demostré que ademas que atraviesa la BHE. Este péptido
conjugado con paclitaxel (ANG1005) esta ahora en estudio de fase Il para el
tratamiento de las metastasis cerebrales recurrentes de pacientes con cancer de
mama previamente tratadas 2°. Utilizando metodologia de phage display, fue
seleccionado un nuevo péptido, L57 (TWPKHFDKHTFYSILKLGKH-OH), que se
une al cluster IV (Ser3332-Asp3779) del LRP1%2%0. Estudios posteriores
demostraron la internalizacion de L57 en cultivo de células endoteliales de la
microvasculatura de cerebro?®. No existen estudios previos que hayan obtenido
dAbs como ligando de LRP1 y que haya confirmado, ademas, su capacidad de

atravesar modelos in vitro de BHE.

Los compuestos terapéuticos atraviesan la BHE tras su asociacion/conjugacion
con ligandos especificos formando MTH'8. La administracion de mayores
cantidades de farmacos al SNC pudiera lograrse con su encapsulacion en
nanoparticulas 2*' modificadas en su superficie con ligandos capaces de

desencadenar la RMT en las células de la BHE. Las nanoparticulas mas
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utilizadas para mejorar el transporte de farmacos al cerebro son los liposomas,
las nanoparticulas poliméricas, las micelas, las nanoparticulas de oro, las
nanoparticulas magnéticas, etc?®? y poseen un tamario entre 1 y 100 nm?33, La
modificacion de fago filamentoso con dAbs fusionados a la proteina plll permitié
el paso, a través de la monocapa de células, de una particula viral que
normalmente mide 900 nm de longitud y 6-7 nm de diametro?3*. Cabria esperar,
por tanto, la utilizacién con éxito de los dAbs aca obtenidos para funcionalizar
nanoparticulas conteniendo agentes terapéuticos para su paso a traves de la

BHE.

El pequeino tamaio (14 kDa) de los sdAb, su resistencia a las proteasas, y el
reconocimiento especifico del antigeno son ventajosos para la administracién en
la BHE en comparacion con los péptidos o los anticuerpos convencionales?®®. A
diferencia de los anticuerpos monoclonales convencionales, los dAbs pueden
ademas producirse en grandes cantidades utilizando sistemas de expresion
microbianos estandar. Los dAbs son extremadamente resistentes a la
desnaturalizacion/degradacion térmica, faciles de manipular con solubilidad
acuosa, con una accesibilidad superior a la hendidura criptica, y pueden unir
antigenos en los niveles nM o sub-nM. Estos fragmentos de anticuerpos también
presentan una penetracion tisular, una distribucion corporal y un aclaramiento
sanguineo superiores'.
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Los primeros anticuerpos de dominio unico reportados por su capacidad de
realizar transcitosis mediada por el receptor a través de la BHE son FC5 y
FC44236_ Estas dos moléculas identificadas en 2002 se obtuvieron a partir de una
biblioteca de fagos expresando region VHH (Variable region of the Heavy-chain
only antibodies-HCAbs) de llama tras biopanning en células endoteliales
humanas en sistema transwell. Adicionalmente se ha cuantificado su captacién
en el cerebro y se ha demostrado que es mas de 10 veces superior a la de los
controles?®’. Estos antecedentes sustentan la propuesta de utilizar los dAbs
obtenidos como vectores potenciales para el paso de agentes terapéuticos a

través de la BHE.

Los fagos, por si mismos, se consideran nano vectores. La particula fagica posee
varios rasgos benéficos potenciales, como la falta de tropismo natural por las
células eucariotas, alta estabilidad y procedimientos sencillos de produccion y
manipulacion?3®. Entre sus aplicaciones terapéuticas esta su uso como vehiculos
de entrega de vacunas de proteinas?3® y de ADN?4%-241: como vectores de entrega
de terapia génica®*?>?43; como alternativas a los antibidticos?**. Los fagos
obtenidos en este trabajo, con capacidad potencial de atravesar la BHE, abren
un amplio espectro de posibilidades para el tratamiento de enfermedades del

sistema nervioso central.
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VII. CONCLUSIONES

Mediante abordaje in silico se disefid un nuevo TNFI dimérico, la proteina de
fusion MTV, con una capacidad potencial para cruzar la BHE a través de la
transcitosis mediada por LRP1. En la proteina de fusiéon se incluyd el
Angiopeptido-2 como dominio MTH, un nuevo dominio de dimerizacion sin
actividad biologica, VEGF mutado, para obtener un TNFI de alta afinidad y un
dominio bloqueador de TNFa, TNFR2. La proteina MTV se une a rhTNFa con la
misma afinidad que el Etanercept, y es capaz de inhibir el efecto citotoxico del
rhTNFa en cultivo celular. La reingenieria de este eficaz TNFI biolégico para su
paso a través de la BHE se utilizé para obtener un farmaco candidato para el
tratamiento de enfermedades del SNC después de la administraciéon sistémica.

Adicionalmente, por tecnologia de phage display se obtuvieron dAbs dirigidos a
LRP1, que atraviesan modelos in vitro de BHE. Estos anticuerpos de dominio
unico pudieran utilizarse para modificar el dominio caballo de Troya molecular de
la proteina MTV, como otros biofarmacos o formulaciones que estén dirigidos al
SNC. Es necesario evaluar la eficacia de la proteina MTV como TNFI y la
capacidad de D11-dAbs para acceder al SNC tras administraciéon sistematica en

modelos murinos de enfermedades cerebrales agudas y cronicas.
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VII. RECOMENDACIONES

- Complementar estudios de microscopia confocal con marcadores de superficie
celular para demostrar la internalizacion de las moléculas estudiadas.

- Futuras investigaciones en modelos murinos de enfermedades cerebrales
agudas y cronicas son necesarias para evaluar la eficacia de la proteina MTV
como TNFI y la capacidad de D11-dAbs para acceder al SNC tras administracion

sistémica.
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