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RESUMEN

Las vacunas mas importantes en la actualidad las constituyen principalmente
proteinas recombinantes, las cuales se caracterizan por una répida degradacion y
corto tiempo de circulacion, por lo que su exposicion al sistema inmune se limita a
periodos breves. En ese sentido, multiples dosis y refuerzos son necesarios para
compensar esta limitacion. Mas recientemente se vienen probando con éxito las
denominadas vacunas peptidicas, péptidos correspondientes a epitopes
inmunogénicos/protectivos que se sintetizan quimicamente y son administrados en
varias dosis. Los epitopes son la porcién clave de una proteina responsable de la
induccion de inmunidad y proteccion. El uso de multiples epitopes constituyen las
denominadas vacunas multiepitopicas, las cuales fundamentalmente consisten de
arreglos lineales de epitopes inmunogénico/protectivos unidos quimicamente a la
superficie de proteinas solubles que sirven de transportadores. Es importante remarcar
que en este tipo de vacunas no se considera la estructura tridimensional de los
péptidos, quedando éstos orientados basicamente de manera aleatoria sobre la
superficie de la proteina transportadora sin mantener una estructura tridimensional
estable.

El presente estudio demostraria una nueva estrategia para el transporte de epitopes
inmunogénicos utilizando proteinas séricas grandes y estables (de largo tiempo de
vida media en circulacién), como la albumina sérica. El objetivo principal fue
prolongar el tiempo de vida media de los epitopes en circulacion, y lograr que en su
exposicion al sistema inmune se asemeje lo mas cercanamente posible a lo que
sucede cuando el epitope forma parte de la proteina patégena, es decir lograr que la
estructura tridimensional de los epitopes se conserve. Para ello, se selecciond un
epitope inmunogénico que fue “transplantado” sobre la superficie de una proteina
sérica, como la albimina, sin perturbar su estructura tridimensional original. Con
esta “cirugia molecular” asistida por herramientas bioinformaticas de modelamiento y
biologia molecular se logré transplantar un epitope inmunogénico sobre la superficie
de una proteina sérica propia del organismo a ser inmunizado, para crear una proteina
inmunogénica transformada con caracteristicas especiales y convenientes. El disefio
molecular cuidadoso de esta proteina transformada otorgd al epitope seleccionado un
ambiente que le permitié la adopcion de una estructura tridimensional y una
orientacion hacia el solvente, similar a aquella que tiene el epitope cuando forma
parte de la proteina patdgena nativa.

El modelo utilizado para comprobar la “prueba de concepto” de esta estrategia fue la
hemaglutinina del virus influenza A, la proteina viral utilizada como vacuna contra
esta infeccion. Para lograr este “transplante molecular “del epitope se identifico



mediante herramientas bioinforméatico—estructurales, dominios localizados en la
superficie de la proteina sérica “receptora que tenian una estructura tridimensional
similar a la correspondiente al epitope cuando éste forma parte de la proteina
patdgena nativa. Con técnicas moleculares, el dominio més apropiado fue removido y
reemplazado por el epitope inmunogeénico. Se expres6 de manera recombinante una
albumina de ratdon transplantada con uno de los epitopes inmunogénicos de la
hemaglutinina del virus influenza A, previamente seleccionado. Se inmunizo ratones
con la albumina transplantada y con otras formas de presentacion del mismo epitope:
conjugado quimicamente a la albimina de raton recombinante, mezclado en solucion
con la albumina recombinante, y el epitope aislado; y se determind la capacidad
productora de anticuerpos anti-epitope estimulada por cada forma de presentacion del
epitope.

El presente estudio demostraria la “prueba de concepto” de que un epitope
transplantado sobre la superficie de una proteina sérica podria ser capaz de elucidar
una respuesta inmune superior a la obtenida por el epitope aislado o por el epitope
conjugado quimicamente a la proteina sérica transportadora mediante una produccion
de anticuerpos anti-epitope significativamente mayor, y que ademas se incrementa en
el tiempo. Asi mismo, luego de una exposicion tiempo después al mismo epitope se
logra estimular la produccién de anticuerpos anti-epitope de memoria lo que sugiere
que el epitope transplantado en la proteina sérica transportadora no solo estimularia
una mayor respuesta humoral sino también inmunidad de memoria.

PALABRAS CLAVE: Albamina, epitope, Influenza.



ABSTRACT

The most important vaccines today are mainly recombinant proteins, which are
characterized by rapid degradation and short circulation times, so their exposure to
the immune system is limited to short periods. In that sense, multiple doses and
boosters are necessary to compensate for this limitation. More recently, so-called
peptide vaccines, peptides corresponding to immunogenic / protective epitopes that
are chemically synthesized and administered in various doses, have been tested with
success. Epitopes are the key portion of a protein responsible for the induction of
immunity and protection. The use of multiple epitopes constitutes the so-called
multiepitopic vaccines, which mainly consist of linear arrays of immunogenic /
protective epitopes chemically bound to the surface of soluble proteins that serve as
transporters. It is important to note that in this type of vaccines the three-dimensional
structure of the peptides is not considered, leaving them oriented basically randomly
on the surface of the carrier protein without maintaining a stable three-dimensional
structure.

The present study would demonstrate a new strategy for the transport of
immunogenic epitopes using large and stable serum proteins (with a long circulating
half-life), such as serum albumin. The main objective was to prolong the half-life of
the epitopes in circulation, and to achieve that in its exposure to the immune system it
resembles as closely as possible what happens when the epitope is part of the
pathogenic protein, that is, to achieve that the three-dimensional structure of the
epitopes is preserved. For this, an immunogenic epitope was selected that was
"transplanted” onto the surface of a serum protein, such as albumin, without
disturbing its original three-dimensional structure. With this "molecular surgery"
assisted by bioinformatic modeling and molecular biology tools, it was possible to
transplant an immunogenic epitope on the surface of a serum protein of the organism
to be immunized, to create a transformed immunogenic protein with special and
convenient characteristics. The careful molecular design of this transformed protein
gave the selected epitope an environment that allowed it to adopt a three-dimensional
structure and an orientation towards the solvent, similar to that of the epitope when it
is part of the native pathogenic protein.

The model used to verify the 'proof of concept' of this strategy was the hemagglutinin
of the influenza A virus, the viral protein used as a vaccine against this infection. To
achieve this 'molecular transplantation’ of the epitope, domains located on the surface
of the serum receptor protein were identified using bioinformatic-structural tools,
which had a three-dimensional structure similar to that corresponding to the epitope
when it is part of the native pathogenic protein. . With molecular techniques the most



appropriate domain was removed and replaced by the immunogenic epitope. A mouse
albumin transplanted with one of the previously selected immunogenic epitopes of
the influenza A virus haemagglutinin was expressed recombinantly. Mice were
immunized with the transplanted albumin and with other forms of presentation of the
same epitope: chemically conjugated to the recombinant mouse albumin, mixed in
solution with the recombinant albumin, and the isolated epitope, and the ability to
produce anti-epitope antibodies was determined stimulated by each form of
presentation of the epitope.

The present study would demonstrate the “proof of concept” that an epitope
transplanted on the surface of a serum protein could be capable of elucidating an
immune response superior to that obtained by the isolated epitope or by the epitope
chemically conjugated to the transporter serum protein by means of a significantly
higher production of anti-epitope antibodies, which also increases over time.
Likewise, after an exposure time later to the same epitope, it is possible to stimulate
the production of anti-memory epitope antibodies, which suggests that the
transplanted epitope in the serum transport protein would not only stimulate a greater
humoral response but also memory immunity.

KEY WORDS: Albumin, epitope, Influenza.



I. INTRODUCCION

La albdmina es la proteina plasmatica més abundante en ratones, humanos y otros
animales, con una concentracion de 35-50 mg/ml aproximadamente en el hombre
(Kratz & Elsadek, 2011). Es una proteina transportadora de ligandos enddgenos y
exogenos importante en circulacion, y contribuye al mantenimiento del balance
osmotico (Sheffield et al., 2000). Su estructura tridimensional, analizada mediante
rayos X, puede describirse como una macromolécula elipsoide con forma de corazon,
que estd conformada por 3 esferas flexibles o dominios (los dominios I, 11 y III)
(Kratz, 2008). La albumina es una de las proteinas mas pequefias presentes en el
plasma sanguineo, con un peso molecular de 66.5 kDa para la albimina sérica
humana (ASH). Asi que tanto, su tamafio como su abundancia pueden explicar el
hecho de que muchos compuestos metabdlicos y drogas terapéuticas puedan ser

transportadas por esta proteina (Kratz & Elsadek, 2011, Elsadek & Kratz, 2011).

Figura 1. Estructura tridimensional de la
albimina sérica humana (ASH) sin

Q 4cidos grasos determinada por rayos-X
i covPRme (pdb-entry 1ao6) donde se muestran los

-

sitios de unién | y Il para numerosas
drogas, asi como, sitios de union para
iones metélicos y complejos metalicos.
Fuente: Elsadek & Kratz, 2011.




Una vez producida en las células parenquimales del higado, y removidas sus
secuencias pre y pro-peptidicas de sefalizacion, la proteina es secretada en la
circulacion como una cadena poli peptidica simple. Las albuminas de los mamiferos
comparten una serie de modificaciones post-traduccionales. Ademas de la formacion
de puentes disulfuro en su estructura, y la generacion de tres dominios homologos,
carecen de glicosilaciones. Justamente, se sugiere que estos tres dominios
internamente repetidos y la ausencia de glicosilaciéon en la albimina, podrian estar
asociados con el lento perfil de filtracion que presenta esta proteina en el organismo;
por ejemplo, la albimina sérica de conejo exhibe una vida media catabdlica terminal
de 5.56 dias promedio, comparada a otras proteinas plasmaticas como el
plasminogeno (1.31-1.86 dias) o protrombina (1.7 dias) (Sheffield et al., 2000).
Igualmente, el tiempo de vida media de la albumina sérica humana (ASH) es de,

aproximadamente, 19 dias (Kratz & Elsadek, 2011).

Esta proteina es usada para numerosos propdsitos, entre ellos el tratamiento de
quemaduras severas, sindrome nefrético o para compensar estados de malnutriciéon o
caguexia en pacientes con cancer (Elsadek & Kratz, 2011). También es usada para el
tratamiento de estrés respiratorio agudo, traumas quirargicos, hipoalbuminemia y
hemodialisis. Como una alternativa a la albumina derivada de la sangre, se ha
desarrollado  genéticamente la  albumina sérica humana recombinante
(Recombumina), la cual es expresada en células de levadura, mostrando seguridad,
tolerabilidad, farmacocinética y farmacodindmica comparables a la albumina sérica

humana nativa (Kratz, 2008).



1.1. La albimina como proteina transportadora en suero por excelencia

La albumina posee numerosos sitios de unidén a sustratos metabdlicos y drogas
terapéuticas, que han sido extensivamente estudiados y descritos (Kratz & Elsadek,
2011). Entre estos sitios de unién se encuentran: sitios para ligandos enddgenos
(&cidos grasos, tiroxina, prostaglandinas) y iones metalicos (calcio, zinc, cobre), los
sitios de uniéon 1 y Il para ligandos exdgenos (drogas como benzodiacepinas,
antibioticos, drogas anti-inflamatorias, anticoagulantes, anestésicos) y iones metalicos
toxicos (oro, plomo) o complejos de oro o platino (Figura 1). En la actualidad, 78
analisis de estructuras que involucran a la albimina, se han reportado en el Protein
Data Bank, la mayoria de estas estructuras son co-cristales de albimina sérica
humana con ligandos end6genos y exdgenos, y otras formas estructurales donde se ve
a la albumina fusionada o conjugada con ligandos o péptidos (Elsadek & Kratz,

2011).

Su tamafio pequefio, su extraordinaria flexibilidad, y su gran abundancia por sobre
otras proteinas plasmaticas en el torrente sanguineo, la hacen la proteina
transportadora mas versatil en circulacion (Elsadek & Kratz, 2011). Las
concentraciones de otras proteinas plasmaticas, consideradas principales, son mas
bajas, por ejemplo la transferrina tiene una concentracion en el rango de 2.5-
3.5mg/ml, aproximadamente. La transferrina es una proteina de 78kDa responsable
de la transferencia de hierro (111) entre muchos diferentes tipos celulares como el
epitelio intestinal, donde el hierro entra al cuerpo proveniente de la ingesta de

alimentos; el higado, donde es almacenado como ferritina (una proteina que contiene



complejos de hierro-fosfato-hidroxido); células eritroides en desarrollo que lo
requieren para la sintesis de hemoglobina, y las células que necesitan el hierro para el
crecimiento, incluyendo a las células tumorales. Otra molécula transportadora que
atrajo la atencion de los cientificos con anterioridad, es la lipoproteina de baja
densidad (LDL), principal transportador de colesterol a los tejidos. Se conoce la
estructura de todas estas proteinas por analisis mediante rayos-X (Kratz & Elsadek,

2011).

Las principales razones para enfocarse en proteinas transportadoras como la
transferrina y la albimina podrian resumirse en dos: (1) ambas proteinas séricas con
pesos moleculares de 78kDa y 66.5kDa, respectivamente, se encuentran por encima
del umbral de filtracion renal, tienen un largo tiempo en circulacion, y de esa forma,
pueden acumularse en tejido inflamado y maligno debido a la mayor penetracién y
efecto de retencion. (2) el hecho de que 3 receptores dictan la biodistribucién, asi
como, la toma celular de estas dos proteinas: (a) el receptor de transferrina que se
encuentra sobre-expresado en células malignas, (b) el receptor gp60 en células
endoteliales, que es responsable de la transcitosis de la albumina y ayuda a
transportar esta proteina dentro del intersticio tumoral y (c) el receptor Fc neonatal
(FcRn), receptor de membrana que se une a IgGs y a albumina sérica y es responsable
del tiempo de vida media largo de ambas proteinas en el cuerpo (Kratz & Elsadek,

2011).

Aunque estas proteinas han sido investigadas como transportadoras de drogas, solo

unos pocos conjugados de drogas con transferrina han entrado a ensayos clinicos



como drogas conjugadas o inmunotoxinas, y solo un disefio de inmunotoxina basada
en transferrina ha alcanzado una etapa avanzada de evaluacion clinica; TransMID®
para el tratamiento de glioblastoma. Lo que es maés, ningun sistema de entrega de
droga basado en LDL ha entrado a etapa clinica. Por el contrario, el principal impacto
clinico y comercial ha sido, indudablemente, con los sistemas de entrega de drogas

basados en albumina (Kratz & Elsadek, 2011).

La gran abundancia, los multiples sitios de union, y el elevado tiempo de vida media
de la albumina sérica humana, la hacen una proteina enddgena ideal para poder
mejorar las propiedades farmacocinéticas de peptidos terapéuticamente activos, o de
fracciones pequefas de anticuerpos. Ademas, la union con albimina no solo puede
ayudar a reducir la perdida y los costos de péptidos de alto valor, sino también, a

mejorar su toma por parte del tejido afectado (Kratz & Elsadek, 2011).

1.2. Tecnologia del disefio de una molécula transportadora basada en albimina

El uso del polietilenglicol (PEG) unido fisicoquimicamente a una proteina, es el
método predominante para reducir la union de proteinas plasmaticas a vectores no
virales, prolongar la actividad, el tiempo de vida media, y retrasar la eliminacion de
un farmaco o proteina del organismo después de su administracion intravenosa; de
esa forma, se mejora la eficiencia de la accién de dicha proteina o farmaco (Guo &
Huang, 2011). Sin embargo, la “PEGilacion” en posiciones al azar puede afectar la
bioactividad de la molécula modificada, y reducir la toma por parte de las células

blanco. Este proceso, en algunos casos requiere de un trabajo exhaustivo de



ingenieria genética y de un proceso de control de la calidad del potencial terapéutico

de la molécula. (Miller et al., 2010).

La albdmina es una proteina acida, muy soluble, y extremadamente resistente. Es
estable en el rango de pH de 4 a 9, soluble en etanol 40%, y puede ser calentada a
60°C hasta por 10 horas sin efectos deletéreos. Estas propiedades, asi como, la toma
preferencial por parte de tumores y tejido inflamado, su biodisponibilidad, su perfil
de degradacion, y la falta de toxicidad e inmunogenicidad, dado que no participa de
las defensas inmunoldgicas, la hacen un candidato ideal y ventajoso para la entrega

de drogas (Kratz, 2008; Schulte, 2008).

La tecnologia de la fusion con albumina, involucra la expresion de una proteina
terapéutica recombinante de larga accién, a partir de un cDNA producido en un
plasmido que incluye al cDNA de la albimina humana fusionado al extremo amino o
carboxilo terminal del cDNA que codifica a la proteina terapéuticamente activa. Esta
tecnologia ha evolucionado como una estrategia general para crear farmacos
proteicos de larga accién, y ha sido exitosamente aplicada a varias proteinas con
distinta funcién bioldgica involucradas en el tratamiento de deficiencia de hormona
del crecimiento (alb-hormona del crecimiento), neutropenia (alb-factor estimulante de
granulocitos), diabetes mellitus (alb-péptido glucagon-like 1) y falla cardiaca
congestiva (alb-péptido natriurético). Actualmente, se vienen haciendo estudios en el
tratamiento de Hepatitis C usando al interferén-a2b fusionado con albumina sérica
humana. En su mayoria, estas proteinas de fusion a albumina han sido desarrolladas

por la empresa Human Genome Sciences, Inc. Como se puede ver, esta tecnologia



aprovecha las caracteristicas ventajosas de la albumina como son: su largo tiempo de
vida media, gran volumen de distribucion, bajo riesgo de afeccién inapropiada de la
funcién enzimatica o inmunoldgica, y su rol como molécula transportadora en sangre

(Rustgi, 2009; Zhao et al., 2009).

De acuerdo a Elsadek & Kratz 2011, desde el afio 1970 al 2010 hubo un aumento
continuo de los articulos que mencionan a la albimina como un transportador de
drogas, y entre los afios 2002 y 2010 este aumento se ha duplicado de 250 a 500 citas,
aproximadamente. Este aumento, probablemente se debe al creciente interés que ha
tomado esta molécula en aplicaciones farmacéuticas e industriales como
transportador. La figura 2, muestra el incremento en el nimero de articulos citados en
PubMed desde 1970 al 2010 que combinan las palabras claves “albimina” con

“transportador de drogas”.
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Existen cuatro principales tecnologias que usan a la aloimina como transportador de
drogas, y que se resumen en el articulo de Elsadek & Kratz, 2011 (figura 3): en
algunos casos las drogas, prodrogas o polipéptidos pueden estar, o unidos
fisicamente, o covalentemente a traves de un ligando o grupo de union a la albdmina
sérica humana; también se han caracterizado sistemas mas complejos, uniendo
numerosos ligandos y prodrogas a la superficie de la proteina; o nanomoléculas o
anticuerpos bi-especificos unidos fisicamente o fusionados con la albumina
reemplazando el fragmento Fc de la inmunoglobulina G; finalmente, nanoparticulas,
estructuras micelares o microburbujas con drogas lipofilicas o agentes de diagndstico
pueden ser preparadas a manera de formulas solubles en agua para inyecciones
intravenosas. En este ultimo grupo, se encuentra la forma soluble del farmaco anti-
cancerigeno paclitaxel, nab-paclitaxel, que se encuentra unido a nanoparticulas de
albumina y mejora sus caracteristicas farmacocinéticas y farmacodindmicas en el

tratamiento de cancer de mama y otros tipos de canceres (Vildez A, 2014).
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1.3. Actualidad de la tecnologia transportadora de drogas basada en albumina:

productos aprobados en el mercado

Levemir®, es un producto derivado de la union de insulina humana con albdmina
sérica humana, para el tratamiento de diabetes tipo 1 y 2 aprobado en el 2004 en
Europa. Aqui, el aminoacido treonina C-terminal en la insulina humana recombinante
es reemplazado por una lisina, y luego, una molécula de &cido miristico es
covalentemente unida a su grupo amino e. El acido miristico posee una elevada
afinidad por la albimina sérica humana, y la unioén con esta molécula transportadora
le confiere a Levemir® un aumento en su tiempo de vida media, de 4 a 6 minutos en

la insulina humana nativa a 5 a 7 horas para Levemir® (Elsadek & Kratz, 2011).

Abraxano®, es una nanoparticula soluble en agua, formada por la droga lipofilica
paclitaxel y la albimina sérica humana. Desarrollada por American Bioscience, fue
aprobada en el 2005 para el tratamiento de céncer metastatico de seno. Esta
nanoparticula se disuelve rapidamente después de una infusion intravenosa, y se
acumula en el tumor sélido gracias al efecto permeable y a la participacion del
receptor gp60 que facilitan la toma de esta molécula dentro del tumor (Elsadek &

Kratz, 2011).

El Albumod TM, es una tecnologia que hace uso de dominios de unién a la albimina
de alta afinidad, los cuales son colocados en citoquinas, anticuerpos de cadena

simple, o drogas; y posteriormente, unidos fuertemente a la albimina produciendo un



aumento del tiempo de vida media en plasma de estos conjugados (Elsadek & Kratz,

2011).

La compafiia belga Ablynx, logr6 desarrollar a partir del uso de anticuerpos de
camélido, anticuerpos trivalentes murinos que son capaces de unirse, por un lado, a la
albimina sérica humana, y por otro, al factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a)
humano o murino para el tratamiento de artritis reumatoide y cancer (Elsadek &

Kratz, 2011).

SAFTEY TM, es un sistema de entrega de drogas desarrollado por Diamond Light
Source Ltd, Science Division, que consiste en la union del nonapéptido RHO1
miristilado (MyrFARKGALRQ) con albimina sérica humana comercial libre de
acidos grasos, produciendo un complejo de elevada actividad antibacteriana contra

Staphylococcus aureus in vitro (Elsadek & Kratz, 2011).

La tecnologia de entrega de drogas basada en albdmina también ha sido usada en
estudios para el tratamiento contra el virus HIV. Recientemente, se ha reportado que
un péptido derivado de la region HR2 de la glicoproteina gp41 de la capside del virus,
abreviado como C34, es un potente inhibidor de la fusion de HIV en su paso para
entrar a las células T. PC-1505, es un conjugado de albdmina sérica humana con el
péptido C34, construido a partir de la unién covalente de un derivado de C34 que
posee un grupo maleimida con la cisteina 34 de la albimina sérica humana. Este

conjugado presenta una potencia anti-viral sostenida en ratones infectados con HIV-1,
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lo que mejora notablemente el perfil farmacocinético del péptido antiviral (Xie et al.,

2010).

Es importante mencionar el éxito comercial de los productos que usan a la albumina
como transportador de drogas, y la entrada de estos a ensayos clinicos cada vez méas
avanzados. La variedad de moléculas que pueden aplicarse en la tecnologia de
sistema transportador basado en albumina es muy grande, desde fragmentos de
anticuerpos hasta moléculas tan simples como Oxido nitrico. Por lo mencionado
anteriormente, es de esperarse, que el interés de los cientificos y compafiias
farmacéuticas aumente masivamente con el tiempo, asi como también, el desarrollo y

aplicaciones de esta tecnologia transportadora.

1.4. Cisteina de posicion 34 en la albumina sérica humana como blanco para el

potencial disefio de agentes terapéuticos

La cisteina 34, es un residuo conservado en la proteina que cumple una funcion
fisioldgica importante, ya que es sitio de union para una variedad de moléculas
pequefias y provee de actividad antioxidante a la albimina. También pueden
observarse analogos de esta cisteina en roedores, conejos, perros y monos (Xie et al.,
2010). Ademas, se ha observado que es la Unica cisteina libre tanto en la albimina
sérica humana como en la proteina de fusion IFN-a2b-albdmina, pero su reemplazo
por una serina mediante mutagenesis dirigida (C34S) que elimina el grupo sulfhidrilo
libre y evita la formacion de nuevos puentes disulfuro, produce un aumento

considerable en la estabilidad de la proteina fusionada después de la agitacion por 72
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horas o la incubacion a 60°C por 2 horas. Esto, contribuye a disminuir el incremento
de la inmunogenicidad observada en ratones, y que esta asociada a la formacion de
agregados debido al estrés mecanico o térmico. Si bien, esta mutacion C34S es
irrelevante para el tiempo de vida media en circulacion de la albumina sola o de la
proteina de fusidn, esta no afecta la actividad anti-viral de la proteina de fusion y
permite un mayor indice de recuperacion de producto purificado (Zhao et al., 2009).
Los cientificos le han prestado atencion a la cisteina 34 porque es un sitio de union
para Oxido nitrico (NO), lo que permite producir albimina sérica humana S-
nitrosilada, significativamente estable, y con el potencial para actuar como un
reservorio o donador endogeno de NO en circulacion. De esta forma, esta molécula
podria tener aplicaciones terapéuticas importantes en anomalias cardiovasculares y
tumores malignos cuyo desarrollo esta relacionado a defectos en la produccion de NO
(Elsadek & Kratz, 2011). Las alloalbuminas, son variantes genéticas circulantes de la
albamina, producidas por mutaciones heredadas. De entre estas variantes, la albumina
Liprizzi (R410C) representa la Unica variante de albdmina con un residuo cisteina
adicional (Cys-410) en el subdominio Illa, el més activo en la molécula, ademas del
residuo cisteina natural 34 en el subdominio | (Galliano et al.,  1998).
Investigaciones posteriores revelaron que la Cys-410 era mas rapida y eficientemente
nitrosilada que la cisteina 34, con muy pocos cambios conformacionales en la
estructura de la proteina, fuerte actividad antibacteriana contra Salmonella
typhimurium in vitro, y caracter supresor de apoptosis en células promonociticas
humanas U937 inducidas por Fas ligando. Esta observacion sugiere que la existencia

de multiples sitios capaces de ser S-nitrosilados podria ser ventajoso para la
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preparacion de proteinas transportadoras NO basadas en albimina (Elsadek & Kratz,

2011).

1.5. Influencia de la tecnologia de la fusion con albumina en el campo clinico

El largo tiempo de vida media y la estabilidad de la albumina sérica humana, la hacen
un candidato atractivo para su fusidén con proteinas terapéuticas de vida corta. Por
ello, en los ultimos afos se han desarrollado muchas proteinas de fusion que incluyen
a la albumina dentro de su ingenieria, y que han logrado establecer razones de estudio

clinico y avances notables en tratamientos de enfermedades.

La Hemofilia B es un desorden genético ligado al cromosoma X debido a una
deficiencia congeénita de factor de coagulacion IX dependiente de vitamina K (FIX).
Este tipo de hemofilia es el segundo mas comun con una incidencia de alrededor de 1
en 25,000 varones nacidos. Para su tratamiento, son necesarias infusiones regulares
de FIX debido a que su tiempo de vida media es de 18 — 34 horas, aproximadamente.
La fusién del FIX con la albimina, a través, de un conector conformado por la
secuencia de aminodcidos 137 a 153 derivada de la region de activacion N-terminal
del FIX logro incrementar el tiempo de vida media del FIX en un 50% comparado
con el FIX nativo (Schulte, 2009). EI uso de este conector proteolizable, disefiado
para remover la albimina en paralelo con la activacion del FIX, permitié aumentar la
actividad especifica in vitro, minimizar las formas protrombdéticas del FIX fusionado
activo, y disminuir los potenciales riesgos asociados a un tiempo de vida media

aumentado en el FIX (Metzner et al., 2009). Por otro lado, algunos de los pacientes
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con otro tipo de hemofilia, Hemofilia A, desarrollan inhibidores al factor VIII
administrado para su tratamiento, y requieren de terapia con agentes como el factor
VIl activo o complejos de protrombina activos. El uso de la albumina sérica
fusionado al extremo C-terminal del FVIla recombinante, a través, de un conector
flexible de glicina y serina permitid generar una proteina de fusion del FVlla
recombinante con un tiempo de vida prolongado y que retiene su potencia terapéutica,
comparado con productos comerciales de uso comun como NovoSeven®; lo que se
traduce en una menor frecuencia de dosis con la misma eficacia terapéutica, en
comparacion con algunos de los productos disponibles en el mercado actual (Schulte,

2008).

Los ligandos de la familia del factor de necrosis tumoral (TNF) estan involucrados
crucialmente en la regulacion del sistema inmune, y también participan del desarrollo
y homeostasis de los tejidos. La fusion de la albumina sérica humana con 3 ligandos
de la familia TNF de interés clinico (TRAIL, TWEAK y TNF) produjo proteinas de
fusion de bioactividad similar a su contraparte sin aloiumina fusionada, un tiempo de
vida media prolongado, e inclusive la variante de fusion ASH-TRAIL mejord
considerablemente su actividad anti-tumoral in vivo (Miller et al., 2010). Siguiendo
la misma linea, los receptores del factor de necrosis tumoral solubles humanos
(ShTNFR1 y shTNFR2), también han sido estudiados desde el punto de vista de
proteinas de fusion basados en albdmina, ya que son antagonistas de TNF-a y tienen
importancia en investigacion clinica como terapia a enfermedades autoinmunes y

rechazo en transplantes de drganos. La fusion de los receptores con la albumina
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produjo proteinas de fusion que pudieron bloquear la actividad citolitica de TNF-a en
clonas de células L929 en ensayos in vitro, pero la actividad general de estas tres
proteinas de fusion fue mucho mas débil que el Etanercept, un inhibidor competitivo
de la union del TNF a sus receptores de superficie, lo que haria suponer que la
tecnologia de fusion a la ASH estaria influenciando significativamente la actividad
neutralizante de los receptores solubles sobre TNF-a. (Zhan et al., 2011). Esto hace
pensar, que el uso de esta tecnologia para producir receptores solubles con una
actividad neutralizante potenciada sobre TNF-o no seria una estrategia ideal, pero no
nubla el interés puesto en el desarrollo de proteinas de fusion en el campo de estudio

del TNF.

Por otro lado, la terapia de reemplazo de hormona del crecimiento (GH) es usada para
tratar la deficiencia de esta molécula en el organismo. El tratamiento implica una
administracion diaria de GH debido a su corta vida media en plasma. La Albutropina,
es una proteina de fusion originada a partir de la unién de la ASH con el extremo N-
terminal de la GH humana. Esta fusion molecular permitié incrementar el tiempo de
vida media, disminuir su tasa de filtracion en el organismo, y obtener una accién
equivalente a menor nimero de dosis, comparada con la GH sola en un estudio

usando monos Yy ratas (Osborn et al., 2002).

La Tioredoxina (Trx) es una proteina pequefia del cuerpo humano con actividad
redox que es inducida en respuesta a estrés oxidativo, regulando las condiciones
redox intra y extracelulares. Ademas, posee la habilidad de remover radicales de

oxigeno en colaboracion con otra peroxidasa. Recientemente, algunos estudios vienen
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explotando las actividades bioldgicas de la tioredoxina para el tratamiento de
enfermedades causadas por el estrés oxidativo. La fusion de la ASH con Trx, permitid
generar una proteina de fusién con propiedades farmacocinéticas similares a la
albumina, y de esa forma, mejorar las propiedades de retencién en sangre de la Trx.
Esta proteina fusionada, también mostro una alta distribucion en pulmones de ratones
a comparacion de otros érganos, y una vida media en plasma 10 veces mayor a Trx
haciéndola un candidato atil para el tratamiento de enfermedades pulmonares

relacionadas a estrés oxidativo. (Furukawa et al., 2011).

La Barbourina, es una proteina de 73 aminoacidos, que se encuentra en el veneno de
la serpiente cascabel pigmea del suroeste Sistrurus barbourii. Esta proteina, tiene una
accion inhibidora de plaquetas, y por ello es usada en modelos animales de trombosis.
La fusién de la barbourina con la albumina sérica de conejo, produjo una proteina de
fusion de 76kDa con la habilidad de inhibicidn plaquetaria conservada in vitro, pero
con un patron de filtracién del organismo mucho mas lento en comparacién a su

contraparte no fusionada ~ <30kDa (Marques et al., 2001).

La tecnologia de las proteinas de fusién basadas en albumina también ha sido probada
con éxito en el campo del desarrollo de anticuerpos. Siguiendo el mismo principio
fundamental de esta técnica, la eficacia terapéutica de los anticuerpos recombinantes
se ve mellada, muchas veces, por su peso molecular relativamente pequefio lo que se
traduce en un tiempo de vida-media corto. De esta forma, la fusion de estas moléculas
con la albumina promueve la mejora de las propiedades farmacocinéticas de estas.

Los anticuerpos bi-especificos recombinantes, son disefiados para tener como blanco
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dos diferentes antigenos simultaneamente; este tipo de anticuerpos han sido
exitosamente fusionados con la albumina, conservando su capacidad total de unién a
ambos antigenos y, ademas, aumentando enormemente su tiempo de vida media en

circulacién comparado a su contraparte no fusionada en ratones (Miller et al., 2007).

Todos los estudios mencionados anteriormente muestran la eficacia y el potencial de
la tecnologia de las proteinas de fusion basadas en albumina. Pero, existe una proteina
de fusion con propiedades anti-virales resaltantes, y que se encuentra en fase 3 de
estudios en humanos. Esta proteina es el Albuferon® o Albinterferon, formada por la
fusion entre la albumina humana y el interferén, cuyos principales atributos se
resumen en un notable aumento del tiempo de vida media en circulacion, taza de
filtracién reducida en el organismo, y propiedades anti-virales y anti-tumorales; lo
que la convierten en el ejemplo perfecto, del aprovechamiento de la tecnologia de

sistemas de entrega de drogas basados en fusion con albumina.

1.6. Albuferon® y/o Albinterferon: nuevas opciones para el tratamiento anti-

hepatitis

El virus de hepatitis C crénico (VHC) es una de las causas mas comunes de
enfermedad hepética crénica, con casi el 3% de la poblacion mundial afectada, y un
nimero en aumento de pacientes que desarrollan complicaciones de cirrosis,
incluyendo carcinoma hepatocelular. De entre los seis genotipos de VHC descritos, el

genotipo 1 representa el 70% de todos los casos de hepatitis C cronico en America del
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Norte y Europa, mientras, que los genotipos 2 y 3 representan el 20%-40% (Zeuzem

et al., 2010; Nelson et al., 2010; Flisiak & Flisiak, 2010).

Los Interferones (IFNs), son una familia de citoquinas funcionalmente relacionadas,
involucradas en una serie de respuesta celulares, y separadas en subclases tipo 1y
tipo 2. En humanos, los IFNs tipo 1 consisten de 13 genes funcionales IFN-o y un
solo gen de IFN-B, IFN-o e IFN-k, mientras que el unico IFN tipo 2 es el INF-y. A
pesar de su diversidad en secuencia, todos los IFNs tipo 1 emplean un complejo

receptor IFN heterodimérico tipo 1 comdn (Sung et al., 2003).

El tratamiento estandar actual recomienda el uso combinado de inyecciones
semanales de IFN-a2a o -02b PEGilado y dosis diarias de ribavirina. Aqui, se
combinan los efectos modulatorios del IFN sobre el sistema inmune y la actividad
antiviral de la ribavirina. Para mal de los pacientes, este tratamiento esta asociado con
numerosos efectos adversos, entre los que destacan: cambios hematoldgicos,
depresion, y sindrome gripal observado a inicios de la medicacion, afectando la
calidad de vida de los pacientes. De esa manera, el razonamiento de combinar la
albimina humana con el IFN-a es potenciar o conservar la actividad antiviral, con
una presencia prolongada en sangre. (Flisiak & Flisiak, 2010). EIl Albinterferon alfa-
2b (albIFN) es un polipéptido simple formado por la fusion genética de albumina
humana con IFN-02b, permitiendo extender el tiempo de vida media a casi 200 horas,
y facilitando el cambio en los intervalos de dosaje. Un estudio de fase 3 en humanos
demostrd que el tratamiento con albIFN 900ug cada 2 semanas en combinacion con

ribavirina es eficaz para el tratamiento de pacientes con VHC crénico genotipo 1
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(Zeuzem et al., 2010). Siguiendo la misma linea, otro estudio de fase 3 en humanos
demostr6 que el tratamiento con albIFN 900ug, cada 2 semanas, en combinacion con
ribavirina es una alternativa eficaz para el tratamiento de pacientes con VHC cronico
genotipo 2 o 3 (Nelson et al., 2010). Sin embargo, debido a que aun se observan
efectos adversos marcados en estos tratamientos, se espera que los estudios de prueba
de alblFN cada 4 semanas permitan develar notables mejoras a este problema
(Pockros, 2010; Flisiak & Flisiak, 2010). Se ha demostrado también, que la fusion del
extremo N-terminal del IFN al extremo C-terminal de la albiumina humana que
genera al albIFN, posee efectos inhibitorios in vitro en la secrecion de antigenos del
virus de hepatitis B y en los niveles de DNA del virus; asi mismo, esta proteina de
fusién recombinante tiene una potente actividad anti viral contra el virus de hepatitis

B en patos de Pekin (Bingfa et al., 2009).

El mejoramiento de la estabilidad y actividad anti-viral de esta proteina de fusion,
también ha sido estudiado estableciéndose que la fusién del extremo N-terminal del
interferén-o2b directamente con el C-terminal de la albimina produce una proteina
no muy estable, sin embargo, la utilizacion de conectores amino-acidicos en forma de
hélice (HL,AEAAAKEAAAKA), produce un incremento en la actividad de la
proteina de fusion, y el uso de conectores rigidos (RL, PAPAP) produce una mayor
estabilidad durante el almacenamiento. Por lo tanto, el uso de este tipo de conector
rigido para producir una proteina de fusion terapéutica de formulacion liquida es algo
de mucha utilidad e importancia para este campo de desarrollo tecnoldgico (Zhao et

al., 2008).
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Otra forma de Albinterferon, esta vez, fusionando interferén-p con albtimina sérica
humana produjo una proteina de fusion con actividad antiviral y antiproliferativa in
vitro; ademas, se observé un prolongado tiempo de vida media y un reducido patron
de filtracion del organismo en primates, asi como, la generacion sostenida de
marcadores pro-inflamatorios (Sung et al., 2003). Ambas formas de proteinas de
fusién, Interferon-o-albumina e interferon-p-albimina, demostraron tener una potente
actividad anti-viral in vitro contra RNAs virales que son considerados agentes de
bioterrorismo, incluido el virus del Sindrome Respiratorio Agudo Severo (SARS)

(Subramanian et al., 2008).

Otra molécula de la familia de los IFNs, IFN-y, también ha sido estudiada bajo el
punto de vista de su fusion con albimina para ayudar a incrementar el tiempo de vida
media del IFN vy reducir su filtracion del organismo. El IFN-y fusionado
genéticamente con albumina sérica de raton, a través, de un conector de 6
aminoacidos (Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-Arg) fue insertado bajo la forma de cDNA en un
plasmido no viral disuelto en solucién salina e insertado en ratones mediante
“transferencia genética” usando una inyeccién hidrodinamica en la vena de la cola.
Esta proteina fusionada entregada genéticamente, demostro inhibir metastasis tumoral
al mismo nivel que el IFN-y solo, convirtiéndose en una aproximacion prometedora

para prolongar el tiempo de vida media del IFN-y en circulacion (Miyakawa, 2011).
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1.7. Sistemas transportadores basados en albumina usados como posibles nuevas

vacunas: Epitopes inmunogénicos transplantados en la superficie de la albumina

La eficacia de un antigeno como una vacuna, depende parcialmente, de la duracién de
su exposicion en el sistema inmune, asi como también, del reconocimiento del
sistema inmune de la estructura tridimensional de los epitopes inmunogénicos.
Aproximaciones actuales del disefio de vacunas multiepitopicas, basicamente,
consisten en la construccién de oligopéptidos en forma de arreglos lineares de los
epitopes seleccionados. Estos oligopéptidos pueden ser obtenidos a través de sistemas
de expresion de bacterias recombinantes y son usualmente entregados conjugados con
transportadores. No se ha prestado especial atencion a la estructura 3D de la molécula
resultante ni tampoco a la estructura secundaria de los epitopes. Lo que es mas, estas
moléculas no tienen usualmente un tiempo de vida largo en el sistema circulatorio, y
varias dosis son requeridas para alcanzar la inmunidad. Sciutto et al., (2004) realizé
varios estudios de vacunas porcinas para cisticercosis, y demostré6 que fagos
transformados genéticamente que exponen péptidos inmunogénicos en su superficie,
proveen mejor proteccion que los péptidos aislados y que los péptidos ligados
quimicamente a una proteina transportadora. De forma notable, los fagos y en
consecuencia, el antigeno patdgeno, duraron por varias semanas circulando en el
plasma en comparacion con la degradacion rapida de las proteinas recombinantes.
Esta seria una posible explicacion del efecto protector superior de los fagos

transformados.
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La secuencia de la albumina sérica puede ser editada usando técnicas de biologia
molecular y mutagenesis dirigida, las cuales son muy efectivas en la actualidad. Es
posible con estas técnicas reemplazar secuencias correspondientes a dominios de la
superficie con epitopes inmunogénicos de patogenos. Las técnicas modernas de la
bioinformatica estructural y el modelamiento molecular nos brindan capacidades
para explorar el efecto en la estructura tridimensional de la proteina luego de que
tales reemplazos se realicen. La preservacion de la estructura global de una proteina
sérica transplantada asegura, en cierta medida, la conservacion de diversas
propiedades entre ellas un tiempo de vida similarmente largo en plasma. Aqui, se
propone demostrar la “prueba de concepto” sobre el beneficio de usar proteinas
séricas transplantadas con epitopes inmunogénicos. Para ello se usara el modelo
experimental de raton, y los epitopes inmunogénicos a transplantar se tomaran del
virus de influenza A. Como se ha visto anteriormente, el concepto de proteinas de
fusion “transplantadas” no ha sido explorada aun en vacunas, pero ha sido
exitosamente probada en el transporte y entrega especifica de drogas proteicas, como
el Albinterferon o Albuferon®. Los enfoques de la vacunacion, a través, de los
péptidos sintéticos han sido usados en un amplio rango de enfermedades. Uno de los
patdgenos mas estudiados para los que se han hecho avances importantes con
respecto a vacunas epitopicas, asi como también, a vacunas proteicas recombinantes,
es probablemente el virus de la influenza-A, para el que los modelos animales son
usados en ensayos de vacunacion. Por lo tanto, es conveniente adaptar este modelo
bien estudiado a la evaluacion de la “prueba de concepto” de esta novedosa

estrategia.
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1.8. Sistemas transportadores basados en albumina usados como posibles nuevas

vacunas: Epitopes inmunogénicos conjugados con albumina sérica

De acuerdo a lo mencionado con anterioridad, las albiminas de roedores, conejos,
perros, y humanos poseen un residuo de cisteina conservado (en humanos y ratones
cisteina 34), que tiene el Unico grupo tiol libre en la proteina. Xie et al., (2010)
elabord un conjugado de albdmina y péptido anti-HIV, a través del uso del acido 3-
malemidopropidnico, el cual permitio la reaccion irreversible de la maleimida con el
grupo tiol libre para formar un conjugado especifico péptido-albdmina en razén 1:1.
Este conjugado mostré un mayor tiempo de vida media conservando su actividad
anti-viral. En este estudio, se pretende demostrar que la conjugacion de la albumina
sérica de raton con el epitope inmunogénico de Influenza a partir de la cisteina 34
libre de la proteina sérica, podria generar un complejo con mayor tiempo de vida
media en circulacion, y como consecuencia de ello, mayor tiempo de exposicion del
epitope al sistema inmunoldgico, en comparacion a la generada por el epitope solo

pero no a la generada por el epitope transplantado en la superficie de la albumina.

1.9. Epitopes de Influenza seleccionados para el transplante y conjugacion

El efecto de algunas vacunas disponibles contra la Influenza es extremadamente
variable. Las mejoras en estas vacunas usualmente involucran, entre otras estrategias,
inmunizacion intranasal, nuevos adyuvantes, y el aumento de la dosis de
hemaglutinina y antigenos de neuroaminidasa agregados a las proteinas purificadas

(Cox, 1999; Corrigan, 1999; Martin, 1997; Couch, 1997).
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En los ultimos afos, se ha sugerido el uso de vacunas epitdpicas como nuevas
estrategias para inducir actividad multi antiviral (Chen, 1999; Xiao, 2001). Se ha
probado que la hemaglutinina (HA), una proteina de membrana del virus de
influenza-A, regula la adhesion del virus y la liberacion de su contenido en las células
blanco siendo el principal blanco de los anticuerpos neutralizantes (Wilson et al.,
1990; Skehel et al., 2002). Como resultado de décadas de investigacion, se han
identificado varios epitopes neutralizantes en la hemaglutinina del virus Influenza
A/Wuhan/359/95; por ejemplo, el péptido (HA aal83-199) cuando es conjugado con
la toxina tetanica puede inducir respuesta humoral como a nivel de las células T, y
proteger a los ratones Balb/c de la infeccion virica letal (Simeckova-Rosenberg et al.,
1995). Se ha probado que algunas otras regiones de la hemaglutinina tienen
importantes caracteristicas inmunogénicas: un estudio del 2003 mostré que los
epitopes KAYSNCYPYDVPDY (HA aa92-105), HHPITDSDQQTRLY (HA aal83-
195), y WTGVAQD (HA aal27-133) inducen una fuerte respuesta inmune en
ratones vacunados, mostrando actividad inhibitoria de la hemaglutinina, asi como
también, inhibicion de la formacion de la placa del virus de influenza-A (H. Li et al.,

2003).

1.10. Justificacion

El presente proyecto propone demostrar la “prueba de concepto” sobre el beneficio de
usar proteinas séricas transplantadas con epitopes inmunogénicos. Para ello se usara

el modelo en ratdn del virus de influenza A. De acuerdo a estudios bioinforméticos
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preliminares, la albimina de raton es una buena candidata para recibir el transplante

de los epitopes inmunogénicos de la hemaglutinina de influenza A.

De tener un resultado favorable, se podria estar demostrando la “prueba de concepto”,
y en ese sentido, esta misma aproximacion podria aplicarse a otros epitopes
inmunogeénicos de otros patdgenos y abrir nuevas lineas de desarrollo de vacunas en

el futuro.

Il. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La eficacia de un antigeno como una vacuna, depende parcialmente, de la duracion de
su exposicion en el sistema inmune, asi como también, del reconocimiento del

sistema inmune a la estructura tridimensional de los epitopes inmunogénicos.

Aproximaciones actuales del disefio de vacunas epitopicas, basicamente, consisten en
la construccion de oligopéptidos en forma de arreglos lineares de los epitopes
seleccionados. Estos oligopéptidos pueden ser obtenidos a través de sistemas de
expresion de bacterias recombinantes, y son usualmente entregados conjugados con

transportadores.

Sin embargo, no se ha prestado especial atencion a la estructura 3D de la molécula
resultante, tampoco a la estructura secundaria de los epitopes. Es mas, estas
moléculas no tienen usualmente un tiempo de vida largo en el sistema circulatorio, y

Ccomo consecuencia, varias dosis son requeridas para alcanzar la inmunidad.
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2.1. Pregunta de investigacion

¢Serd posible desarrollar un sistema de vacuna epitdpica basada en un epitope
inmunogénico transplantado en la superficie de una proteina sérica de tiempo de vida
prolongado en circulacién, cuidando la estructura secundaria del epitope, y

mejorando asi, la capacidad inmunogénica del propio epitope?

2.2. Hipotesis

Una proteina sérica de tiempo de vida media prolongado en circulacion, como la
albumina, adaptada para llevar un epitope inmunogénico transplantado en su
superficie, y manteniendo la estructura secundaria del epitope, mejora la capacidad
inmunogénica del propio epitope, comparada a la actividad estimulada por el mismo

epitope solo, o el epitope conjugado quimicamente a la proteina transportadora.

I11. OBJETIVOS

3.1. Objetivo General

Demostrar la “prueba de concepto” por el cual un epitope inmunogénico transplantado
sobre la superficie de una proteina sérica, tendra mayor capacidad inmunogeénica
observada a partir de una mayor produccion de anticuerpos epitope especificos,
comparada a la misma actividad observada en el epitope solo, o el epitope conjugado

guimicamente a la proteina sérica.
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3.2. Objetivos Especificos

1) Desarrollar una albumina de ratén recombinante con un epitope inmunogenico de

hemaglutinina del virus influenza A H3N2 transplantado en su superficie.

2) Realizar la inoculacion de grupos de ratones con diferentes formas de

presentacion del epitope inmunogeénico de Influenza A.

3) Comparar el titulo de anticuerpos epitope especificos en los sueros de los ratones
inmunizados con cada forma de presentacion del epitope inmunogénico de

Influenza A.

IV. METODOLOGIA

4.1. Determinacion de los mejores sitios de transplante molecular en la albumina

mediante analisis bioinformatico

Se usaron los tres epitopes inmunogénicos/protectivos reportados por Li et al., (2003)
para transplantarlos sobre la superficie de la albumina sérica de raton. Para ello, se
modeld la estructura de la Hemaglutinina del virus Influenza A H3N2 Wuhan 359/95,
utilizando modelamiento por homologia con el programa Swissmodel

(http://swissmodel.expasy.org/). Para ello, se obtuvo del GENBANK

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/ ) la secuencia de aminoacidos de la region

HAL (region de union a la célula del hospedero) de la hemaglutinina viral, y se

modeld utilizando el mejor “molde” asignado por el programa (PDB ID: 1hge). Una
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vez obtenido el modelo, se verifico la posicion y tipo de estructura secundaria de los

tres epitopes reportados.

De acuerdo a lo mencionado con anterioridad, la albimina de raton al ser una
proteina globular formada por hélices alfa y loops, puede aceptar estos epitopes
insertados en su superficie, reemplazando regiones de “loops” similares. Sin que se

vea perturbada de manera considerable la estructura tridimensional.

La estructura cristalizada de la albumina de raton fue modelada usando la
aproximacion por homologia a partir de la estructura cristalina de la albumina
humana (PDB ID: 1A06). Para refinar la estructura modelada se realizd la
optimizacion geomeétrica por minimizacion de energia, y dindmica molecular de la

proteina solvatada en una caja periodica de agua.

Las regiones similares a cada epitope en la albumina de raton, fueron determinadas
usando los programas de alineamiento LALIGN (Pearson, 1999, 1998, 1996), y
Tcoffee (Notredame, 2000), después de lo cual se realine6 manualmente para

mantener la continuidad y preservar la estructura secundaria.

El modelo estructural tridimensional de cada una de las albuminas transplantadas de
raton fue construido ejecutando mutagénesis dirigida in silico utilizando el programa
Swiss PDB Viewer 4.01. Posteriormente, estas estructuras tridimensionales fueron
refinadas por dindmica molecular simulando un tiempo de 800 nanosegundos, para
poder revelar si los epitopes transplantados preservaron su estructura secundaria y su

orientacion al solvente, de modo similar a cuando forman parte de la hemaglutinina
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nativa (ver anexo 1). Un analisis posterior de alineamiento estructural usando el
mismo programa Swiss PDB Viewer 4.01, confirmé que la estructura tridimensional

de la albimina transplantada es similar a la aloumina nativa.

4.1.1. Modelamiento basado en funcién RAPDF

A modo de comparacién con los resultados obtenidos por dinamica molecular, y para
reconfirmar las posibles regiones de transplante en la albimina de ratén, se realiz6 un
modelamiento estructural que combina aproximaciones computacionales basadas en
Monte Carlo, con alineamientos simulados, algoritmos genéticos, teoria grafica, y
busqueda semi-exhaustiva con combinaciones de movimientos derivados de las
preferencias de las distribuciones W/@® de aminoacidos. Estos parametros son
funciones de puntuacion que consisten de preferencias de las distribuciones de todos
los atomos basados en parejas, indices de hidrofobicidad, preferencias de estructura
secundaria, puentes de hidrégeno, y el grado de agrupamiento exhibido en los

extremos finales de las diferentes trayectorias.

Este conocimiento se basa en la funcién de probabilidad discriminatoria residuo-
especifica para todos los 4&tomos del sistema (RAPDF, Samudrala et al., 1998). Este
es el nucleo de muchos aspectos del desarrollo de algoritmos para el disefio de
proteinas que se han explorado para inmunogenes intactos de manera conformacional.
Esta funcidn calcula la probabilidad de una conformacion de ser “tipo-nativa” dado un
juego de distancias inter-atomicas. Las probabilidades condicionales son compiladas

calculando las frecuencias de distancias entre un par de tipos atbmicos en una base de
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datos de estructuras atdbmicas. Luego se compilan tablas de puntuacion proporcionales
a la probabilidad condicional del log negativo que se observa en una conformacion
nativa dada una distancia inter-atdbmica para todos los posibles pares de tipos
atomicos. Dado un juego de distancias en una conformacion, la probabilidad de que la
conformacién represente un “plegamiento” correcto es evaluada sumando las
puntuaciones para todas las distancias y sus correspondientes pares atomicos. Esta
fase del modelamiento fue desarrollada en colaboracion con el grupo de Biologia
Computacional de la Universidad de Washington encabezado por el Dr. Ram

Samudrala.

4.2. Produccion de una albumina de ratén recombinante nativa y transplantada
con epitopes inmunogénicos de la hemaglutinina del virus Influenza A en su

superficie.

4.2.1. Purificacion del ARNm y clonacién del gen

Se purific6 ARNm de un tejido con alta tasa de expresion de albumina, como el
higado (ver anexo 2), para realizar RT-PCR con ’cebadores’ oligodT. Los ratones
usados para la extraccion del ARN fueron hembras Mus musculus cepa Balb/c debido
a que presentan una abundante cantidad de mensajero de albumina en comparacién al
total de mensajeros presentes en el higado (Clissold et al., 1981). EI cDNA obtenido
por retro-transcripcion fue amplificado por PCR convencional usando “cebadores’
que amplifiquen a la albdmina, excluyendo la region que corresponde al péptido

sefial. Estos “cebadores” llevaron en su secuencia sitios de reconocimiento para las
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enzimas de restriccion Ncol y Xhol permitiendo generar una cola de 6 histidinas en el
extremo carboxilo terminal de la albumina para su posterior purificacién por
cromatografia de afinidad. La secuencia de los cebadores es como sigue: forward 5°-
CATGCCATGGAAGCACACAAGAGTGAG-3; reverse 5’-
CCGCTCGAGGGCTAAGGCGTCTTTGC-3". El producto de PCR del gen de
albumina nativa fue clonado en el sistema pET (Novagen), el cual permite una
purificacion de proteinas blanco mas sencilla. Este vector de clonacion/expresion
contiene el sitio de unién para el ribosoma de la proteina de capside mayor del fago
T7 y es usado para la expresion de genes blanco que no tienen su propio sitio de
unién al ribosoma (ver anexo 3). Para la clonacion del gen, primero los productos
fueron cortados con las enzimas de restriccion Ncol y Xhol, y de la misma forma el
vector Pet28a (Novagen). En segundo lugar, el producto de PCR vy el vector, que
ahora poseen extremos cohesivos y complementarios entre si, fueron ligados para
formar el constructo pET + albumina. Para comprobar la identidad nucleotidica de la
secuencia del gen de albumina insertado en el vector, los plasmidos extraidos fueron
secuenciados por la empresa Macrogen, USA. El secuenciamiento fue realizado
utilizando los cebadores universales del promotor T7 en forward: 5'-
TAATACGACTCACTATAGGG - 3, y del terminador T7 en reverso: 5'-
GCTAGTTATTGCTCAGCGG - 3°. Utilizando la herramienta de alineamiento

simple Clustalw (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) se determino la

secuencia nucleotidica del gen, y la herramienta de traduccién Translate

(http://web.expasy.org/translate/) permitid confirmar la identidad de la secuencia

aminoacidica la proteina albumina recombinante. Finalmente, el constructo fue

31


http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/
http://web.expasy.org/translate/

transformado en células competentes Novablue (Novagen), un tipo de bacteria E.coli
de cepa K-12, ideal como hospedero inicial de clonacion por su alta eficiencia de
transformacion y su genotipo especial que permite obtener una alta calidad de DNA
plasmidico de estas. Las células competentes Novablue fueron preparadas y
transformadas segun se sefiala lineas abajo en “preparacion de las células

competentes” Y “transformacion de las células competentes”.

4.2.2. Expresion del gen de albumina.

Preparacién de las células competentes - Para la expresion las células mas

comunmente utilizadas son las BL21 (DE3) pLysS de E. coli (Novagen, USA). Estas
células son lisdgenos del bacteriéfago DE3, un derivado lambda que tienen la region
inmunitaria del fago 21 y lleva un fragmento de ADN conteniendo el gen lac I, el
promotor lac UV5 y el gen para la T7 RNA polimerasa, y es insertado en el gen int
evitando que el DE3 se integre o sea escindido del cromosoma sin un fago ayudador.
Una colonia de estas células fue sembrada por agotamiento en una placa con LB
(Luria Bertani) agar sin antibiotico y paralelamente en una placa con el antibidtico
kanamicina (40pg/ml) para asegurar la ausencia de algun plasmido que confiera
resistencia. Una colonia fue transferida a 2 ml de medio LB e incubada a 37°C con
agitacion durante toda la noche. Un mililitro del cultivo fue inoculado en 50 ml de
medio LB sin antibiotico, y mantenido en incubacién a 37°C con agitacién hasta que
su densidad Optica a 600 nm se encontré entre 0.35 y 0.45. El contenido fue
transferido a un tubo nuevo, incubado en hielo durante 10 minutos y centrifugado a

2683.2 x g y a 4°C por 10 minutos. Sobre el pellet recuperado se afiadié 20 ml de
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CaCl, 0.1 My glicerol frio 15%; la mezcla homogenizada fue incubada en hielo por
15 minutos y nuevamente centrifugada a 1509.3 x g y a 4°C durante 10 minutos. El
pellet fue resuspendido y homogenizado con 1 ml de CaCl, 0.1 M vy glicerol frio
15%. Las células competentes fueron repartidas en alicuotas de 50 pl y almacenadas a
-70°C. Para comprobar su viabilidad, las células fueron sembradas por agotamiento
en medio LB — agar sin antibiético y en otro con kanamicina (40ug/ml). Un
procedimiento similar fue seguido para la preparacion de las células Novablue

competentes utilizadas en la clonacion del gen de albdmina.

Transformacion de las células competentes - Tres tubos con células competentes

fueron descongelados durante 10 minutos en hielo. Posteriormente, se les afiadid
entre 40 a 100 ng de constructo de albumina. Para asegurar la calidad del proceso se
incluyeron un control de transformacion negativo y positivo. Las células fueron
incubadas en hielo durante 30 minutos, luego a 42°C durante 50 segundos y
nuevamente en hielo por 2 minutos (transformacion por choque térmico). Quinientos
microlitros de medio LB estéril fueron afiadidos a las células, incubandolas por 1 hora
a 37° C con agitacion fuerte. Alicuotas de 50 pl fueron sembradas en placas LB-agar

con kanamicina (40ug/ml) e incubadas toda la noche a 37°C.

Expresién - Después de sembrar por agotamiento una colonia de la célula BL21
(DE3) pLysS de E. coli (Novagen) en una placa con LB-agar y kanamicina (40
pg/ml), se dejo6 incubar toda la noche a 37°C. Una colonia fue cultivada en 10 ml de
caldo LB-kanamicina (40 pg/ml) por cuadruplicado dejandola crecer a 37°C en

agitacion hasta el dia siguiente. 10 ml de cultivo fueron transferidos a 4 matraces de
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250 ml de caldo LB - kanamicina (40 pg/ml) en una dilucion 1/25 del cultivo y
manteniéndolo en incubacién a 37°C con agitacion, hasta que la absorbancia a 600
nm estuvo en el rango 0.5-1 OD. Debido a que el plasmido contiene el gen lac I, la
expresion fue inducida agregando 250 pl de isopropil p-D-tiogalactosido (IPTG) 1M
incubando el cultivo en agitacion durante 6 horas a 37°C. Las células fueron
centrifugadas a 6037.2 x g y a 4°C por 20 minutos y el pellet obtenido fue
resuspendido en 20 ml de tampdn de union pH 7.4 (fosfato sédico 20mM, NaCl 0.5
M, imidazol 20 mM). Las células resuspendidas fueron almacenadas a -70°C. Para
ver la diferencia en la expresion proteica antes y después de agregar el IPTG,
alicuotas fueron tomadas de los cultivos en ambos momentos y sometidas a una

electroforesis tal como se describe en los métodos de purificacion.

4.2.3. Optimizacion del “uso de codones” del gen de albumina de ratén con un

epitope de la hemaglutinina de Influenza A transplantado.

En funcion a los resultados obtenidos por el modelamiento basado en funcion
RAPDF se seleccion6 al epitope KAYSCNCYPYDVPDY insertado en la posicién
494-508 de la albimina sérica de raton como el candidato a ser sintetizado y probado
experimentalmente. EI gen de albumina transplantada tiene los codones mas usados
por el ratdn pero necesita ser expresado en un sistema procariota. Por tal motivo, la
secuencia de nucleotidos del gen fue modificada de acuerdo a los codones mas
frecuentemente usados por E. coli mediante el programa Optimizer

(http://genomes.urv.es/OPTIMIZER/) (Pere, 2007). De esta manera, la secuencia

modificada seria bien reconocida en bacteria logrando mejorar la cantidad de proteina
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expresada del gen y la solubilidad de la proteina resultante. Ademas, se incluy6 los
sitios de restriccion Ncol y Xhol en la secuencia para el proceso de clonamiento y
generacion de la cola de histidinas en el extremo carboxilo terminal con fines de la
purificacion (ver anexo 7). El gen optimizado fue sintetizado por la empresa

Genemed Synthesis, Inc.

4.2 4. Purificacién de la albimina de raton.

Obtencion del extracto crudo - Las células congeladas a -70°C, fueron descongeladas

a 37°C y congeladas nuevamente a -70°C, tres veces. En un bafio de hielo, la
suspension fue sonicada con un nivel de poder de 3 por 3 ciclos (cada ciclo consiste
de 1 segundo activo y 1 segundo inactivo durante un minuto con descansos de 3
minutos entre cada ciclo). El lisado celular fue centrifugado a 12581x g y a 4°C,
durante 30 minutos. El sobrenadante conteniendo la fraccion soluble de interés fue

recuperado finalmente.

Cromatografia de afinidad - Para la cromatografia de afinidad se us6 la columna
“His-trap chelating” (Pharmacia, Suecia) de capacidad de 5 ml. El sistema de
cromatografia también incluyé los siguientes elementos: una bomba peristéltica P-1
que permitid la entrada de la muestra y de los tampones a la columna, un colector de
fracciones conteniendo tubos de vidrio de 6 ml, un detector y una registradora donde
se elaboro el cromatograma. Los tampones usados fueron: fosfato sdédico 20mM,
NaCl 0.5 M vy diferentes concentraciones de imidazol: 20mM (tampon de union), 40

mM, 60 mM, 100 mM, 300 mM, 500 mM, a pH 7.4. Despues de equilibrar la
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columna con 5-10 volimenes del tampdn de union, se agregd 5-10 volimenes de
tampon fosfato sédico 20 mM, NaCl 0.5 M, imidazol 500 mM, pH 7.4 y nuevamente
5-10 volumenes de tampdn de union. La fraccion soluble fue cargada en dos partes
para evitar sobrepasar la capacidad de la columna (12 mg/ml de proteina). Para
proseguir con una segunda carga de la muestra, la columna fue lavada con 5-10
volumenes de tampdn de unién. La cuantificacion de la proteina se realizé6 mediante

el método de Bradford.

Electroforesis de la proteina concentrada en geles de poliacrilamida SDS-PAGE -

La proteina purificada se resolvio en un gel SDS-PAGE estandar. Aqui, 2
microgramos de proteina purificada y concentrada fueron usadas en la electroforesis

(10 pl de proteina 0.2 mg/ml).

4.2.5. Método de Bradford para cuantificacion de la proteina purificada

Este método colorimétrico que es comunmente usado para determinar la
concentracion de proteina total de una muestra se basa en la union proporcional del
colorante azul de Coomasie a las proteinas. Conforme halla més concentracion
proteica mas oscura se tornard la muestra. BSA (albumina de suero bovino) fue
preparada para un stock de 10 mg/ml y diluida 1/10 para la preparacion de los
estandares. 20 microlitros de estandar y de muestras diluidas fueron colocados en una
placa de poliestireno de 96 pocillos con fondo plano, junto con 200 pl del colorante
diluido 1/5. Luego de un reposo a temperatura ambiente por 5 minutos la placa fue

leida a 595 nm en el espectrofotémetro.
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4.3. Concentracion de la proteina albumina nativa y transplantada

Para concentrar la proteina purificada por cromatografia de afinidad se usé el sistema
AMICON® Stirred Cell (EMD Millipore). Este sistema fue conectado a gas
nitrogeno que ejercio la presion para lograr pasar la solucion de proteina a través de
una membrana con 10 kDa de tamarfio de poro, lo cual evitd filtrar la proteina de 67
kDa y permitio concentrarla de manera eficiente. Este ensayo se realiz6 a temperatura
de 4°C y en agitacion para evitar la desnaturalizacién de la proteina. Inicialmente, el
sistema AMICON® se desarmO y se lavé con agua hervida, la membrana de
concentracion también fue tratada de la misma manera. Seguidamente, se rearmo el
sistema, y se colocaron las fracciones que contenian proteina purificada hasta
alcanzar un volumen igual a % de la capacidad total del sistema. Luego, se agreg6 10
ml de Buffer A (20 mM Tris-HCI, 500 mM NaCl, pH 7.8) como tampdn de lavado, y
se abrid el flujo de presion para iniciar la concentracion. Cuando el volumen de
solucidn en la parte superior de la membrana llegd a 10 ml, se agregd mas fracciones
de proteina purificada hasta que el sistema nuevamente alcanz6 un volumen de
solucion en la parte superior de la membrana equivalente a 10 ml. A continuacion, se
agregaron 150 ml de Buffer A al sistema en agitacion hasta alcanzar un volumen de 4
ml dentro del sistema. Finalmente, estos 4 ml fueron recolectados en tubos de 1.5 mi

y centrifugados por 1 minuto a 10 000 RPM para precipitar cualquier contaminante.

37



4.4. Método de replegamiento de la albumina de raton concentrada

Debido al uso de un hospedero de expresion procariota (E. coli BL21) para inducir la
produccion de la proteina albimina de origen eucariota, se observo que gran parte de
la proteina se expresd en cuerpos de inclusion insoluble. Por ello, se planteé el

desarrollo del método de replegamiento adaptado de Chen y colaboradores, 1992.

Esta técnica de replegamiento consistio en la eliminacién secuencial y progresiva de
la urea contenida en el buffer donde se encuentra resuspendida la proteina albumina.
Para eliminar la urea totalmente del medio donde se encuentra la proteina de interés,
se utilizaron soluciones tampdn con concentraciones de urea decrecientes que fueron
pasadas a través del sistema AMICON® Stirred Cell (EMD Millipore). Este sistema
incluyé el uso de una membrana de 10 kDa de tamafo de poro, que garantizé que la
proteina murina de 67 kDa permanezca en la parte superior del sistema, y que la urea
pase a través de la membrana siendo separada de la proteina. De esta manera, a
medida se fueron agregando las diferentes soluciones buffer con urea en
concentraciones decrecientes, la urea fue siendo removida de la solucion de
suspension de proteina de manera controlada. Por dltimo, la proteina fue suspendida
en una solucién buffer sin urea que contenia los mismos componentes de las
soluciones buffer usadas anteriormente para garantizar la estabilidad de la proteina

(ver anexo 4).
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4.5. Determinacion por absorcién atomica de la actividad de la albumina de

raton replegada a partir de la medida de la capacidad transportadora de zinc

Si la albumina de raton solubilizada se encuentra correctamente plegada podré ser
capaz de funcionar como transportador de manera adecuada. Se sabe que la albumina
de ratén es capaz de transportar zinc con alta afinidad y que posee un sitio de unién
para este ion metalico (UniProtKB - P07724). Para determinar cuanta albumina de la
solucidn solubilizada se encuentra correctamente plegada, se implement6 un ensayo
donde una solucion de albumina recombinante solubilizada, a una concentracion
conocida, fue incubada con una solucién de cloruro de zinc de concentracion
conocida en un volumen total de 50 ml y en agitacion usando el sistema AMICON®.
Seguidamente, se dejaron pasar a través de la membrana de 10kDa de poro 25 ml de
la resuspension de proteina y zinc, se tomaron 25 ml de la solucién que no pas6 a
través de la membrana del sistema AMICON® y los 25 ml que eluyeron a través de
la membrana, y se midio la concentracion del zinc en cada una de las dos fracciones
por absorcion atémica. De la misma manera, para observar posibles interferencias en
las mediciones se enfrentd a este ensayo una muestra de la solucién del buffer de
resuspension de la proteina, y del agua miliQ que sirvid para preparar las diferentes
soluciones de cloruro de zinc. Se espera que si la albumina es capaz de
transportar/atrapar zinc de manera eficiente, la concentracion de zinc debe ser menor
en la resuspension que eluyo a través de la membrana, puesto que la albumina ya

atrapd el zinc antes de pasar por la membrana (ver anexo 5).
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4.6. Determinacion de la eficiencia del replegamiento de la albumina

Para determinar la eficiencia de replegamiento de la albumina, es decir, cuanta
proteina se encuentra bien plegada en la solucion, se usaron los resultados obtenidos
en el ensayo de absorcion atdmica y la concentracion de la proteina previamente
determinada por Bradford. Las muestras fueron incubadas 4 horas a 25°C en
movimiento. Se separ6 25 ml de solucién para medir la concentracion de zinc inicial
([Zn]o). Los 25 ml restantes fueron ultrafiltrados en el sistema AMICON® vy

recolectados ([Zn]y) (figura 4).

proceso de ultrafiltracion

[zn]o [Alb] +[Zn] ’

[Zn]m
Membrana del sistema

[zn]F

[Alb] +[Zn]

Figura 4. Esquema del ensayo de determinacion de la eficiencia de replegamiento de la albimina de
raton. [Zn],, [Zn]s y [Zn]m, corresponden a la concentracion de zinc inicial, final y retenido por la
membrana, respectivamente.

Asi mismo, se realiz6 mediciones de zinc al stock de las proteinas (albumina
recombinante con epitope transplantado y albumina recombinante nativa de raton) y
el buffer 20 mM Tris-HCI para verificar la existencia de falsos positivos en los

resultados. También, se incluyd un andlisis de capacidad de captacion de zinc de una
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albumina nativa recombinante en urea a manera de control negativo, puesto que la

cadena polipeptidica no presentaria el sitio de union a este ion correctamente plegado.

A continuacion, se muestran las ecuaciones que representan al sistema de (1) solucién
de zinc en ausencia de proteina, y (2) solucion de zinc en presencia de la proteina,
respectivamente:
1) [Zn]m = [Zn]o — [Zn]s ; cambios en la concentracion de zinc debido a la
membrana del sistema sin intervencion de la albimina,
2) [Zn]o — [Zn]s = o P [Alb] + [Zn]w; cambios en la concentracion de zinc
con presencia de la albimina en el sistema.
Donde:
a: estequiometria del nimero de iones unidos por molécula de albimina,
B: % de replegamiento de la proteina.
Posteriormente, B es adecuado al Gold Estandar (albimina nativa de ratén de origen

comercial) para obtener el valor de % de replegamiento.

4.7. Produccién de vacunas basadas en epitope de Influenza A H3N2

El epitope inmunogénico de secuencia: KAYSNCYPYDVPDY, fue sintetizado
quimicamente, y adquirido con una pureza > 90% y en cantidad de 10 mg de la
empresa biotecnoldgica Genemed Synthesis, Inc. Utilizando el epitope sintetizado
guimicamente se disefiaron algunas vacunas basadas en epitope para la inmunizacion
de grupos de ratones. Uno de estos antigenos (vacunas) presento al epitope peptidico

conjugado quimicamente a la albumina nativa recombinante, y otro antigeno, al
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epitope conjugado quimicamente a albumina de ratén comercial (Sigma, prod.
Number A 3559). Para elaborar estos antigenos conjugados, se utilizo el conjugador
heterobifuncional m-maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinamida éster (MBS) (Thermo
Scientific N. 22311) para generar una unién quimica entre el péptido y la albumina de
raton. El péptido fue disuelto en buffer de conjugacion (PBS, pH 7.2. Thermo
Scientific, producto N. 28372) a concentracion final de 0.1 mM. Se agreg0 el agente
conjugador a concentracion de 1 mM. La reaccion fue incubada por 30 minutos a
temperatura ambiente y eluida a través de la columna de desalinizacion (Zeba™ Spin
Desalting Columns) para remover el exceso de agente conjugador. El péptido y la
albumina de raton (recombinante o comercial) se combinaron en una razén molar 1:1
y la mezcla fue incubada a temperatura ambiente por 30 minutos. Otra vacuna basada
en epitope se prepard a partir de una mezcla del epitope peptidico con albdmina de
raton nativa recombinante a una razon molar 1:1. Finalmente, soluciones de epitope
peptidico y albumina de ratén comercial, preparadas por separado, fueron utilizadas

como controles en el ensayo de inmunizacion.
4.8. Inmunizacién en ratones utilizando las vacunas basadas en epitope

La ejecucion de la parte experimental del proyecto que no incluye el trabajo con
animales se llevo a cabo en el Laboratorio de Bioinformatica y Biologia Molecular
(LID — UPCH). La adquisicién y el alojamiento de los ratones durante el tiempo de
ejecucion del proyecto se llevaron a cabo en el Bioterio del LID-UPCH, el cual
cuenta con ambientes adecuados (temperatura, alimentacidn, etc.) para el manejo de

estos animales. Se inmunizaron 04 grupos de ratones (10 animales por grupo) de
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manera intraperitoneal, donde a cada grupo se le administré una de las 04 vacunas
producidas por separado: (1) albumina con epitope transplantado, (2) epitope
conjugado a albumina nativa recombinante, (3) epitope mezclado con albumina
nativa recombinante, y (4) epitope peptidico. En el primer dia (dia 0), se colectaron
muestras de suero pre-inmune por corte de cola de todos los 5 grupos de
inmunizacion. 03 dias después se administro la primera dosis de vacuna conteniendo
10 pg de antigeno mas 10 ug de adyuvante Quil-A® (Brenntag, lyophilized powder).
11 dias después del inicio del ensayo de inmunizacion, se colecto la primera muestra
de suero post-inmune de todos los grupos de ratones por corte de cola. Una segunda
dosis de vacuna fue administrada al dia 20 conteniendo las mismas cantidades de
antigeno y adyuvante que la primera dosis. Una segunda muestra de suero post-
inmune fue colectada al dia 28 por corte de cola. Una tercera, y UGltima dosis de
vacuna, fue administrada al dia 35 con las mismas cantidades de antigeno y
adyuvante que la primera y segunda dosis. Finalmente, la Gltima muestra de suero
post-inmune fue colectada al dia 43 de iniciado el ensayo por corte de cola y de todos
los grupos de ratones (figura 5). Todas las muestras de suero colectadas de cada uno
de los 10 ratones por grupo de inmunizacién fueron mezcladas y tratadas como un

pool de suero, y almacenadas a -70°C (L, et al. 2003).
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e1ra dosis de
vacuna
¢10 pg de
antigeno +
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adyuvante

eColeccion de
suero post-
inmune 1

eCorte de

cola

eColeccion de
suero pre-
inmune

eCorte de
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*3ra dosis de
vacuna

*2da dosis de
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eColeccion de

suero post-
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adyuvante adyuvante
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suero post-
inmune 3

eCorte de

cola

Figura 5. Flujograma del esquema de
inmunizacién de 03 dosis y coleccién
de muestras de suero en los 5 grupos
de ratones.

Para simular una reinfeccion y estimular la produccién de anticuerpos de memoria
epitope especificos, 06 meses después de llevado a cabo el ensayo de 03 dosis, 04
grupos de ratones fueron inoculados intraperitonealmente, por una vez, con el epitope
conjugado quimicamente a albumina de ratén comercial. Los grupos de ratones
inoculados fueron: (1) grupo epitope transplantado en albumina de ratén, (2) grupo
epitope conjugado a albumina nativa recombinante, (3) grupo mezcla de epitope
peptidico con albumina nativa recombinante, y como control, (4) grupo albimina de

raton comercial. La presencia de éste ultimo grupo control consiste en su utilidad para
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detectar la produccion de anticuerpos contra albumina comercial, y separar dicha
actividad de aquella que se debe a anticuerpos epitope especificos Unicamente. La
vacuna fue preparada como una solucion de 10 pg de antigeno con 10 pg de Quil-A®
(Brenntag, lyophilized powder). Luego que los 04 grupos de ratones fueron
inoculados, se tomd 03 dias después una primera muestra de suero post-inmune por
corte de cola. Una segunda muestra de suero post-inmune fue tomada 11 dias después
de la inoculacién, por corte de cola. Finalmente, una tercera muestra de suero post-
inmune fue tomada 25 dias después de la inoculacion, por puncién cardiaca (figura
6). Para esto Gltimo, y con el objetivo de evitar cualquier dolor o estrés innecesario en
el animal, el protocolo de eutanasia inicié administrando via intraperitonial 20 mg/kg
de ketamina (Ket-A-10®, sedante) y 5 mg/kg de clorhidrato de xylazina (Dormi-
Xy®, analgésico y relajante muscular) que juntos proporcionaron anestesia general al
animal. Una vez que el animal fue anestesiado, se le extrajo toda la sangre del
corazén mediante puncion cardiaca con una jeringa de 10 ml. Luego, por puncion
cardiaca se administrd una sobredosis de pentobarbital sdédico (Halatal) en una dosis
de 70 mg/kg que en sobredosis produjo un paro cardiorrespiratorio llevando a la

muerte del animal (ver anexo 6).
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Figura 6. Flujograma del esquema de
reinfeccion para la deteccion de anticuerpos
de memoria epitope especificos, y coleccion
de muestras de suero en los 04 grupos de
ratones.

4.9. Ensayo de ELISA indirecto para la deteccion de anticuerpos epitope

especificos y anticuerpos de memoria epitope especificos

Los sueros colectados de los animales inmunizados fueron examinados para
determinar la presencia de anticuerpos epitope especificos utilizando ELISA (Tian,
2001). La reactividad cuantitativa fue registrada en lecturas de Densidad 6ptica (DO).
Se evaluaron 2 pg/ml de concentracion de antigeno y una dilucion de 1:100 de suero.
Estos parametros permitieron detectar diferencias en la respuesta inmunogeénica entre
cada antigeno (vacuna) utilizado durante el ensayo de inmunizacion. Los sueros pre-
inmune y post-inmune fueron tratados como un pool de las muestras colectadas de los

10 ratones usados en cada grupo. Cada antigeno fue diluido en buffer carbonato-
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bicarbonato (C3041-Sigma). Un volumen de 100 ul de antigeno fue agregado a cada
pocillo correspondiente en una microplaca de 96 pocillos (Maxisorp Nunc. Thermo
Fisher Scientific) Las microplacas fueron incubadas a 4°C durante 18 horas. Cada
microplaca fue cubierta con antigeno. Las placas fueron lavadas con 0.05% PBS-
Tween 20. Un volumen de 100 pl de suero 1:100 con leche sin grasa 3% fue agregado
a cada pocillo cubierto de la microplaca e incubadas a 37°C durante 1 hora en un
ambiente de cdmara humeda. Las microplacas fueron luego lavadas 5 veces con 200
ul de 0.05% PBS-Tween 20. Un volumen de 50 ul de conjugado HRP IgG anti-raton
1:50,000 con leche sin grasa 5% fue agregado a cada pocillo. Las microplacas fueron
lavadas 5 veces con 200 pl de 0.05% PBS-Tween 20. Un volumen de 50 ul de OPD
0.4 mg/ml en buffer fosfato-citrato con perborato de sodio (P4922-Sigma) fue
agregado a cada pocillo. Todas las reacciones fueron incubadas 15 minutos a
temperatura ambiente protegidas de la luz. Se agregaron 50 pl de H,SO4 1.25 M a
cada pocillo para detener la reaccién. Todas las reacciones fueron leidas en el lector

de placas a 492 nm.

4.10. Andlisis Estadistico

El célculo del efecto de cada tipo de vacuna en la produccion de anticuerpos epitope
especificos y de anticuerpos de memoria fue calculado como proporcién de la
Densidad optica (DO post-inmune / DO pre-inmune). Para comparar las diferencias
en la proporcion de DO, y determinar qué tipo de vacuna generaba una mayor
produccién significativa de anticuerpos se usé la prueba de hip6tesis no paramétrica

de Kruskal-Wallis. Para confirmar que las diferencias sean estadisticamente
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significativas se aplico la prueba no paramétrica de suma de rangos de Wilcoxon.
Todo el analisis estadistico fue desarrollado con un 5% de significancia, y utilizando

el paquete estadistico Stata 16.0

V. RESULTADOS

5.1. Determinacion de los mejores sitios de transplante molecular en la albumina

mediante analisis bioinformatico

La estructura predicha de la Hemaglutinina A H3N2 Wuhan 359/95 obtenida por
modelamiento por homologia, mostrd que los 03 epitopes inmunogénicos candidatos
eran loops en la proteina viral (figura 7A). Estos epitopes estaban localizados en la
superficie de la estructura de la hemaglutinina mostrando orientacion al solvente.
Otra estructura obtenida por modelamiento por homologia fue la albimina sérica de
raton que mostré un plegamiento en forma de corazon, y constituida por hélices alfa
conectadas por loops (figura 7B). Estos loops son considerados los sitios mas

adecuados para el transplante de los epitopes en la superficie de la albimina de raton.
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Figura 7. (A) Modelo estructural de la hemaglutinina de Influenza A H3N2 Wuhan/359/95. Los 03
epitopes inmunogénicos reportados por Li, 2003; se muestran en rojo (epitope 1), azul (epitope 2) y
amarillo (epitope 3). De acuerdo al modelo, se aprecia la estructura secundaria tipo loop y orientacién
al solvente de los epitopes. (B) Modelo estructural de la albimina de ratdn. La estructura muestra
dominios proteicos globulares compuestos por hélices alfa y loops.

Dentro de la estructura de la albimina sérica de ratdn se encontraron tres sitios
adecuados con orientacion similar a los epitopes de Influenza. Estos sitios eran
similares tanto en orientacion como en estructura secundaria, lo que ayudo a generar
un buen transplante que no altere la estructura tridimensional de la albumina, ni su
solubilidad. La tabla 1, muestra las 03 regiones en la albimina sérica de raton de

orientacion similar con su respectivo epitope de Influenza.
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Epitopes de

Regién en la albumina

Hemaglutinina de L . Orientacion
sérica de raton
Influenza A
KAYSNCYPYDVPDY V492-F508 Similar
HHPSTDSDQTSIY N266-P281 Similar
WTGVAQD T556-D564 Similar

Tabla 1. Regiones de orientacion similar a los epitopes de hemaglutinina de Influenza A en la
albimina de ratén.

Los tres epitopes de Influenza fueron transplantados en la superficie de la albdmina
de ratén de acuerdo a su orientacion similar y estructura secundaria. Las estructuras
quimera resultantes mostraron que los epitopes conservaron su estructura secundaria
tipo loop y su orientacion al solvente, lo cual ayudaria a mantener la
inmunogenicidad y alcanzar una éptima presentacion al sistema inmune durante la
circulacién (ver anexo 1). La figura 8 (A y B) muestran en rojo al epitope
KAYSNCYPYDVPDY localizado en la albumina sérica donde se aprecia su
estructura secundaria tipo loop y su orientacion al solvente. Los otros 2 epitopes de
Influenza reportados muestran estructura y orientacién similar en la superficie de la

albdmina (ver anexo 1).




Figura 8. Modelo estructural del epitope de Influenza KAYSNCYPYDVPDY transplantado en la
superficie de la albiumina de ratén. (A) Epitope KAYSNCYPYDVPDY (en rojo) conserva su
estructura secundaria de manera apreciable en la superficie de la albimina de ratén (en verde). (B) La
orientacion hacia el solvente del epitope de Influenza se conserva después del transplante en la
superficie de la albimina de raton.

5.1.1. Modelamiento de optimizacion del epitope transplantado en la albimina

de ratén basado en funcién RAPDF

Los modelos estructurales iniciales fueron seleccionados de PROTINFO (Hung LH.,
2003; Hung LH., 2005), suite RAMP (Universidad de Washington). Para insertar los
epitopes en la albumina sérica de raton se utilizé el método SEMFOLD (Universidad
de Washington). Para la minimizacién de energia y optimizacion de las cadenas
laterales se utilizO6 ENCAD (Levitt M., 1995) y SCWRL4 (Kevov GG., 2009),
respectivamente. Los modelos fueron evaluados utilizando la puntuacion RAPDF, y
el mejor modelo fue seleccionado.

Se escogid la secuencia de los 03 epitopes inmunogénicos de Influenza A y se
generaron dos modelos de la secuencia de cada epitope. En un primer modelo, se
incluyé un aminoacido adyacente a la secuencia lineal del epitope sin alterar la
estructura lineal como tal. En un segundo modelo, se consider6 Unicamente la
secuencia de aminoacidos de cada epitope inmunogénico sin incluir aminoacidos

adicionales (tabla 2).
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Numero de modelo Secuencia del Epitope

Epitope 1 KAYSCNCYPYDVPDYA
Epitope 2 VHHPSTDSDQTSIY
Epitope 3 NWTGVAQD
Epitope 4 KAYSCNCYPYDVPDY
Epitope 5 HHPSTDSDQTSIY
Epitope 6 WTGVAQD

Tabla 2. Nombre del modelo evaluado de epitope insertado y su respectiva secuencia lineal de
aminoacidos.

Se evaluaron todos los modelos generados insertados en las mismas posiciones
indicadas en la tabla 1 para demostrar si se generaba un gran cambio de energia
durante el analisis de cada modelo. Se obtuvieron archivos PDB de los modelos de
albamina transplantada optimizados de acuerdo a la funcion RAPDF. Las tablas 3 y 4
muestran cada modelo en albimina sérica de raton y humano, respectivamente, y con
su respectiva puntuacion RAPDF que refleja que tan energéticamente favorable es
cada conformacion. Mientras mas negativa la puntuacion RADPF, mas favorable a

nivel energético es la posible estructura.

Modelo PDB Puntuacién RAPDF

Epitope4 -26400.22
Epitope3 -26333.25
Epitope2 -26330.7
Epitope6 -26311.18
Epitopel -26211.07
Epitope5 -25989.56
MSA -25671.83

Tabla 3. Puntuaciones RAPDF de los modelos en albdmina sérica de ratobn (MSA). También, se
observa la puntuacion RAPDF del modelo de albdmina de ratdn como control.
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PDB Model RAPDF score

Epitope6 -27076.99
Epitope4 -26875.14
Epitopel -26839.32
Epitope3 -26822.82
Epitope5 -26525.83
Epitope2 -26253.92
1n5u(HSA) -26765.47

Tabla 4. Puntuaciones RAPDF de los epitopes insertados en albumina sérica humana cristalizada
(HSA). También, se observa la puntuacién RAPDF de la albimina humana cristalizada como control.

Basandose en los resultados obtenidos, el modelo epitope 4 en la albimina sérica de
raton podria ser un candidato adecuado para la evaluacion experimental, debido a que
seria lo suficientemente estable para ser sintetizado en el laboratorio. Contrariamente,
el modelo epitope 5 seria un mal candidato para evaluacion experimental de acuerdo
a la puntuacién RAPDF asignada (ver tabla 3). Se seleccion6 el modelo epitope 4
como candidato para  sintesis  experimental, donde el  epitope
KAYSCNCYPYDVPDY se encuentra insertado en la posicion 494-508 de la

albdmina sérica de raton (figura 9).
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Figura 9. Superposicion estructural de la albimina nativa de raton (en rojo) con la albimina de raton
con epitope de Influenza A KAYSNCYPYDVPDY transplantado en la posicién 494-508 (en azul).

5.2. Produccion de una albumina de ratén recombinante nativa y transplantada
con epitopes inmunogénicos de la hemaglutinina del virus Influenza A en su

superficie.

Se amplifico el gen de albdmina de raton a partir de la extraccion de ARNm de
albumina del higado de un raton, vy se realizo la retrotranscripcion del ARNm. El
cDNA obtenido fue amplificado usando los cebadores especificos. El producto de
amplificacion obtenido tenia un peso molecular de 1752 pb, de acuerdo a lo reportado

por el andlisis en NCBI Primer BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-

blast/) (figura 10).
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» NCBU Primer-BLAST : results: Job id=JSID_01_181893_130.14.22.10_9000 more

Input PCR template
Range

albumin

1-1

10000 pb

752

Product length

1762

Specificity of primers primer specificity was not determined as specificity checking option was not selected. 5200 pb
Other reports bSearch Summary
{¥ Summary of primer Eair§ 3000 pb
et ! T [ ! ! 2500 p b
0 350 700 1050 1400 1750
2000 pb
¥ Detailed primer reports 1 500 pb
Primer pair 1 1000 pb
Sequence (5'>3) Strand on template Length Start Stop Tm  GC%
Forward primer GAAGCACACAAGAGTGAG Plus 18 1 18 5347 50.00%
Reverse primer GGCTAAGGCGTCTTTGG Minus 17 1752 1736 5643 58.82%

500 pb

M = marcador 1kb (3ul)

4 = fragmento 1752pb - 1pl de
muestra + 4 agua + 1 sample 6x

5= fragmento 1752pb - 1ul de
muestra + 4 agua + 1 sample 6x

6= fragmento 1752pb - 1ul de
muestra + 4 agua + 1 sample 6x

Figura 10. (Izquierda) Resultado del peso molecular esperado para el gen de albimina por PCR,
mediante analisis en Primer BLAST. (Derecha) Electroforesis en gel de agarosa 0.8% del fragmento de
1752 pb obtenido a partir de la amplificacién del cDNA de albumina por PCR convencional.

Se transformaron las bacterias E.coli Novablue con el producto de PCR del gen de
albdmina de raton y se incubaron segun se indica en Metodologia 4.2.2 (figura 11).
Se seleccionaron algunas colonias de la placa de agar LB y mediante PCR de colonia
se selecciond a aquellas colonias transformadas exitosamente con el constructo
Pet28a + inserto 1752pb. Estas colonias de transformacion exitosa presentaron una

banda de 1752pb por PCR de colonia (figura 12).
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Figura 11. Colonias de Escherichia coli Novablue en agar LB mas kanamicina. (lzquierda) las
colonias crecieron después de ser transformadas con la ligacion 1:5 usando 200ul de células
competentes. (Derecha) las colonias crecieron después de ser transformadas con la ligacién 1:5 usando
50ul de células competentes. La flecha sefiala una colonia Novablue caracteristica de borde
redondeado y de color perla.

2500 pb
2000 pb
1500 pb

1000 pb
500 pb

Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa 0.8%
de los productos de amplificacion provenientes de
PCR de colonias Novablue. Colonias 1 y 2
positivas para la presencia de constructo Pet28a +
inserto 1752pb.

2500 pb

2000 pb
1500 pb

1000 pb
500 pb
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La digestion enzimatica de los plasmidos extraidos de las colonias que dieron
positivo para el fragmento de 1752pb por PCR de colonia permitié descartar falsos
positivos de aquellas colonias que realmente contenian el gen. En las muestras 2b y
2c que corresponden al plasmido cortado con la enzima Ncol, y Ncol + Xhol,
respectivamente, se observa una diferencia de peso notoria por la liberacion del
inserto de 1752pb; esta diferencia de peso no puede observarse en la muestra 1b y 1c

que corresponde a un plasmido sin inserto (figura 13).

1la = Plasmido sin corte enzimatico 1988(? &?
5200 BB
1b= Plasmido cortado con Ncol ‘é%%% bb
1c= Plasmido cortado con Ncol/Xhol 2500 pb
2a = Plasmido sin corte enzimatico 2000 pb
1500 pb
2b = Plasmido cortado con Ncol
1000 pb
2c¢= Plasmido cortado con Ncol/Xhol
500 pb

Figura 13. Electroforesis en gel de agarosa 0.8% de 4 plasmidos extraidos de colonias positivas para
el fragmento 1752 pb insertado. Puede observarse que para la muestra 2 y 4 se logro liberar el inserto
de 1752pb mediante digestion enzimatica del plasmido.

5.2.1. Expresion del gen de albumina
Las células BL21 (DE3) competentes fueron transformadas Unicamente con los
plasmidos extraidos y positivos para la presencia del inserto de albdmina. De estos

plasmidos, solo 2 fueron elegidos para esta transformacion (figura 14).
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Figura 14. Colonias de Escherichia coli BL21 (DE3)
pLysS transformadas con el constructo Pet28a + albiimina
madura. La fotografia corresponde a una placa de LB con
kanamicina donde se observa el crecimiento de las
colonias de E.coli BL21 transformadas con uno de los
plasmidos positivos.

Una vez que se observo el crecimiento de las colonias de E. coli BL21, se indujo la
expresion del gen de albimina para observar el nivel de produccion de la proteina. La
electroforesis SDS-PAGE 12% de la fraccion soluble e insoluble del homogenizado
evidencio que la proteina se encontraba en su mayoria en la fraccion insoluble (figura

15).

1 mM IPTG (30°C)

1 =alb E4 induccién a 4 horas.

2 = alb E4 fraccidn soluble a 4 horas

3 = alb E4 fraccion insoluble a 4 horas

4 = alb E4 fraccion soluble a 4 horas
(repeticion)

5 = alb E4 fraccién insoluble a 4 h
(repeticion)

6 = alb E4 fraccion soluble a 4 h
(repeticién 2)
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Figura 15. SDS-PAGE 12% de las muestra alb E4 (albimina con epitope 4 transplantado en su
superficie). M = marcador de peso molecular Broad Range (Bio Rad). Las flechas en negro sefialan la
banda de proteina expresada que coincide con el peso molecular de 67 kDa de la albmina de raton.

5.2.2. Purificacion de la albimina de ratén

Durante el proceso de purificacion se observo que la proteina albimina transplantada,

pudo ser eluida a concentraciones de imidazol de 60 mM, 100mM, y 300 mM de

buffer fosfato + 8M urea, pH 7.4. Lo que significa, que la proteina recombinante

presenta la cola de histidinas que le permite unirse eficientemente a la columna

revestida con niquel, pero existe una determinada concentracion de imidazol (60 mM

a 300 mM) a la que el competidor desplaza a la proteina unida y permite lograr su

elucion en las fracciones descritas anteriormente (figura 16).

poc o

Figura 16. SDS-PAGE 12% de las fracciones
colectadas durante el proceso de purificacion de la
fraccion insoluble por cromatografia de afinidad
usando una columna His-Trap Chelating 5 ml. La
flecha negra muestra una banda que coincide con el
peso molecular de 67 kDa de la albdmina de ratén.
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Fraccion 1 = eluido

Fraccion 2-6 = Buffer 20 mM imidazol
Fraccion 7-9 = Buffer 60 mM imidazol
Fraccion 10-12 = Buffer 100 mM imidazol

Fraccién 13-17 = Buffer 300 mM imidazol




5.2.3. Método de Bradford para cuantificacion de la proteina purificada

Para la cuantificacion de la proteina concentrada utilizando el sistema AMICON®, se
realizé un ensayo de Bradford incluyendo como proteina estandar albumina sérica
bovina (BSA) a diferentes concentraciones. El ensayo arrojé una concentracion de

2,059 pug/ml = 2mg/ml de albimina de ratén en cada tubo colectado (figura 17).

©. Unknowns
Sample | Wells OD_Values Concentration MeanCong 5D CV  Dilution AdjCone uM_pnca
alb.100 A3 0.401 17178 18117 1328 7.3 1000 1811658 357 221
A 0.408 « 19.055
alb.200 B3 0.365 8.017 9.007 1400 155 2000 1801.381 sgsa3s
B4 0373 v 9997
alb.25 G1 Dﬂg/x 123.195 125,938 3.878/, 3.1 25.00 3148.391 151020
G2 _—T0.840 128,876 2t - T =
alb.50 H1 0.526 « 43.897 51269 2355 65 S0.0 2563.452 123743
H2 0545 « 53842
Standdards {poaml
Sample Concentration BackCalcCone Wells  OD_Values MeanODValue SD cv¥
St1 5.000 5.393 A1 0.358 0.355 0.004 12
4.845 A2 0.352
st2 10.000 9.794 B1 0.372 02374 0.003 07
10,758 B2 0.375
St3 20.000 15.315 C1 0.297 0.404 010 24
19.867 C2 0.411
St4 40.000 41.005 D1 0.495 0.483 0.005 10
42.807 D2 0.502
St5 £0.000 76.042 E1 0.633 0.639 0.008 15
79423 E2 0.645
S5 100.000 94.972 F1 0.707 0.733 0.038 4g
107.767 F2 0.753
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Figura 17. Ensayo de Bradford para cuantificacion de proteinas y curva estandar.

5.3. Método de replegamiento de la albumina de raton concentrada

Tras finalizar el ensayo de solubilizacién se pudo comprobar por electroforesis SDS-
PAGE 12% que en la solucion de buffer 20mM Tris-HCI, pH 8.0 se encontré la
presencia de proteina que coincide con el peso molecular de la albumina (67 kDa).
Este ensayo demostr6 que ahora la albimina de ratén recombinante se encontraba

soluble en solucién. El ensayo de Bradford determind que la concentracion de la

albumina solubilizada era de 0.320 mg/ml (figura 18).
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Figura 18. SDS-PAGE 12% de las muestra de albimina de ratdn solubilizada después de haberse
retirado la urea por ultrafiltracién durante el ensayo de replegamiento.

5.4. Determinacidon por absorcién atomica de la actividad de la albumina de

raton replegada a partir de la medida de la capacidad transportadora de zinc

Para demostrar cuanta proteina se encuentra bien plegada en la solucién buffer sin
urea, se analizé la capacidad transportadora de la albimina presente en la solucion

por absorcién atémica.

Luego de preparar soluciones de cloruro de zinc a 0.004 mM, 0.008 mM, 0.012 mM,
0.016 mM, y 0.02 mM para la curva de calibracion, se calculd su absorbancia y se

revisé la concentracién de cada solucion por absorcién atomica (tabla 5).

62



Cloruro de Zinc (mM) Absorbancia

0.004 0.109
0.008 0.211
0.012 0.316
0.016 0.410
0.02 0.486

Tabla 5. Absorbancia del zinc en las distintas soluciones de cloruro de zinc de la curva de calibracion.

La tabla 6 muestra que el resultado de la retencién de zinc por el sistema de
ultrafiltracion sin la intervencion de la albumina fue de 3.96% del zinc inicial. Este
valor en mM fue restado del valor del cambio en la concentracion de zinc obtenido en

los experimentos con la proteina.

Prueba de retencién por sistema de ultrafiltracion

Muestra Absorbancia ppm mM
Inicial 0,0123 0,140625 0,00215089
Eluido 0,0118 0,13504464 0,00206553

Diferencia de i 0,005580357 0,00008536
retencion
Diferencia (%) - - 3,96

Tabla 6. Retencion de zinc por el sistema de ultrafiltracion.

5.5. Determinacion de la eficiencia del replegamiento de la albimina

La eficiencia del proceso de replegamiento se analiz6 a través de una prueba de
captura zinc. EIl resultado de la concentracién de zinc en presencia de la proteina
albumina (transplantada y nativa) fue comparado con los valores obtenidos para la

albumina nativa de origen comercial, evidenciando que se logré un 100% y 82% de
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eficiencia de replegamiento para la albumina nativa recombinante y albumina
transplantada, respectivamente. Asi mismo, se ejecutd un ensayo de captura de zinc
en presencia de albumina recombinante en urea, solucion en la que la albimina no se
encontraria correctamente plegada, y se observo que la eficiencia de replegamiento en

esta proteina fue de 0.00 % (tabla 7).

Eficiencia del replegamiento de albimina transplantada y albumina nativa

., Eficiencia de Valor real
Retencion de ., )
Tipo de muestra Zinc segdn tipo Concer,ltracmn de replegamiento (compargdo a
2 proteina (mM) (valor de B cuando albumina
de proteina (mM) .
aesl) comercial)
Albtmina 0.000466 0.000554 0.84 100 %
comercial
Albumina nativa 0.0004654 0.000554 0.84 100 %
recombinante
AlbUmina
recombinante no 0.000000 0.000909 0.00 0.00 %
plegada (en urea)
Albimina 0.000382 0.000554 0.69 82%
transplantada

Tabla 7. Célculo de la eficiencia de replegamiento de la albdmina con epitope transplantado en su
superficie y albimina nativa recombinante.

5.6. Cinética de la respuesta de anticuerpos epitope especificos en ratones

después de la inmunizacion con tres inoculaciones de vacuna

La figura 19 muestra que después de completado el ensayo de tres inoculaciones de
cada tipo de vacuna, y segun el grupo de inmunizacion, se observa una elevacion de
la respuesta de anticuerpos epitope especificos. Esta respuesta se muestra como el

promedio de la proporcién de D.O. Después de la primera dosis de vacuna, se observa
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un aumento significativo en la produccion de anticuerpos epitope especificos en el
grupo que recibié la mezcla de epitope con albumina y en el grupo que recibio la
solucion de epitope peptidico solamente (figura 20). No se observo diferencia
significativa en el incremento visto para los grupos que recibieron albdmina con
epitope transplantado y epitope conjugado a albimina. Después de la segunda
inoculacion, todos los grupos de vacunacion excepto el grupo que recibio epitope
transplantado en albumina registraron un nuevo aumento significativo en la
produccidén de anticuerpos. Los grupos que recibieron epitope conjugado a albumina
(proporcion D.O = 2.992), mezcla de epitope con albamina (proporcién D.O =
2.864), y epitope peptidico (proporcion D.O = 2.858) mostraron niveles similares de
produccién de anticuerpos especificos (figura 19). Sorpresivamente, después de la
tercera inoculacion de la vacuna, todos los grupos excepto el grupo que recibid
epitope transplantado en albumina mostraron un descenso en la produccion de
anticuerpos. Tras la tercera inoculacion el grupo que recibio epitope transplantado en
albimina mostrd6 un incremento significativo de la produccion de anticuerpos
(proporcion D.O = 3.616). Este incremento en la produccion de anticuerpos es
estadisticamente significativo al compararse con lo registrado en los grupos epitope
conjugado (proporciéon D.O = 2.164), mezcla de epitope con albimina (proporcion

D.O. = 2.596), y epitope peptidico (proporcion D.O = 2.313) (figura 20).
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Figura 19. Cinética de la respuesta de anticuerpos epitope especificos en ratones después de las tres
dosis de vacuna en un periodo de 43 dias. El valor de la proporcién de D.O. para el suero pre-inmune
es 1. Los valores de suero post-inmune en el grafico estan representados como promedio de la
proporcion de D.O. (post-inmune/pre-inmune) obtenidos para cada muestra de suero colectado en tres
momentos diferentes.
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Figura 20. Diagrama
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entre los grupos de
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periodo de 43 dias.




Se simul6 un evento de reinfeccion con el epitope de influenza que logré estimular la
produccién de anticuerpos de memoria. Tres dias después que el epitope conjugado a
albumina comercial fue inoculado como antigeno en 04 grupos de ratones (albdmina
transplantada; albumina conjugada; albumina mezclada; y albumina comercial), se
observo un incremento significativo en la produccion de anticuerpos de memoria en
el grupo que recibié epitope transplantado en albdmina. Este incremento fue
significativamente mayor comparado a lo observado en el grupo que recibio epitope
conjugado a albumina, mezcla de epitope con albdmina, y albimina comercial (figura
21). Un aumento significativo de la produccion de anticuerpos de memoria también
se observo en el grupo vacunado con la mezcla de epitope con albdmina (proporcion
D.O. = 5.386) comparado a los grupos epitope conjugado y albumina comercial
(figura 21). Sorpresivamente, después de 11 dias de la inoculacion se observo una
disminucion en la produccion de anticuerpos de memoria en todos los 04 grupos. A
pesar de ello, el mayor nivel de anticuerpos de memoria se mantuvo en el grupo
epitope transplantado en albimina, mientras que el nivel de anticuerpos en el grupo
epitope mezclado con albumina disminuyd a un nivel similar al visto en el grupo
epitope conjugado (figuras 21 y 22). En el dia 25 del ensayo, se observo un nuevo
incremento en el nivel de anticuerpos de memoria en el grupo epitope transplantado a
albimina. Este aumento fue significativamente mayor al visto después de 3 dias de
iniciado el ensayo en este grupo de ratones y en los otros tres grupos de vacunacion.
También, se observo un ligero aumento en la produccion de anticuerpos de memoria
en el grupo epitope conjugado a albumina, similar al visto a los 03 dias de iniciado el

ensayo (figura 22). La figura 23 muestra que no hay diferencia significativa en la
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respuesta de anticuerpos entre el suero pre-inmune (proporcion D.O = 1.0) y el suero
tomado a los 25 dias de iniciado el ensayo (proporcion D.O = 1.01) en el grupo de
ratones que recibié albumina comercial, lo que indicaria que no hay presencia
significativa de anticuerpos anti-albimina, por lo que la respuesta de anticuerpos

visto en los otros grupos de ratones podria ser epitope especifica.

Deteccidn de anticuerpos de memoria epitope especificos en
ratones utilizando epitope conjugado a albimina comercial
como antigeno
12 4

10

==g=Transplantada

=fg=Conjugada
wr=Mezcla

A lbumina comercial

Proporcion D.O.
(=]

+

Inoculacion de antigeno 3 1 25
Tiempo (dias)

Figura 21. Cinética de la produccion de anticuerpos de memoria epitope especificos en el ensayo de
25 dias después de una Unica dosis de antigeno.

La inclusion de cola de histidinas en proteinas recombinantes candidatas a vacunas
puede afectar su inmunogenicidad en ratones pero este efecto varia dependiendo de la
proteina (Khan, 2012). En este sentido se enfrentd el antisuero (suero post-inmune)
de los grupos de ratones inmunizados con tres dosis de epitope transplantado en
albumina recombinante; epitope conjugado a albumina recombinante; epitope

mezclado con albumina recombinante; y epitope sélo, a una proteina de naturaleza
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recombinante con cola de histidinas en el extremo carboxilo terminal como la
pirazinamidasa (PZAsa) de Mycobacterium tuberculosis H37RV. Se compard el nivel
de anticuerpos especificos antihistidinas y antiepitope en los antisueros, y también en
los antisueros obtenidos del ensayo de reinfeccién y memoria para evaluar el efecto
de la cola de histidinas en la respuesta de anticuerpos mediada por el epitope
presentado por la albimina recombinante como inmundgeno. Se observo la presencia
de anticuerpos anti-cola de histidina en todos los antisueros de los grupos de ratones
que fueron inmunizados con una forma de albUmina recombinante. Sin embargo, no
se observd la presencia de anticuerpos antihistidina en el antisuero de los ratones
inmunizados solo con el epitope (figura 24). Al comparar el nivel de anticuerpos
especificos producidos contra las histidinas y contra los epitopes en los diferentes
antisueros de los ratones inmunizados con tres dosis, se observd diferencia
estadisticamente significativa entre la magnitud de anticuerpos antihistidinas y el
nivel de anticuerpos antiepitope en los antisueros de los ratones inmunizados con
epitope conjugado a albimina recombinante y epitope mezclado con albumina
recombinante, favoreciendo a los anticuerpos antihistidinas (figuras 25 y 26).
Contrariamente se observd que no habia diferencia estadisticamente significativa
entre la magnitud de anticuerpos antihistidina y antiepitope en el antisuero de los
ratones inmunizados con tres dosis de epitope transplantado en albimina

recombinante (figura 27).
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Figura 22. Diagrama de caja de las muestras de suero después de 3 dias, 11 dias y 25 dias de
administrada la dosis Unica de antigeno en los 04 grupos de ratones. Se muestra la proporcion de D.O.
para la muestra de suero pre-inmune (P), muestra post-inmune después de 3 dias (M1), después de 11
dias (M2) y después de 25 dias (M3). El grupo epitope transplantado en albimina mostré un aumento
en la produccion de anticuerpos de memoria significativamente mayor (proporcion D.O. = 7.106) que
el visto en el grupo epitope conjugado (proporcién D.O. = 2.706), el grupo epitope mezclado
(proporciéon D.O = 5.386), y el grupo que recibié albdmina comercial (proporcién D.O = 1.284)
después de 03 dias de administrada la dosis Unica de antigeno. A pesar del descenso en la respuesta de
anticuerpos después de 11 dias de administrada la dosis Gnica de antigeno en el grupo epitope
transplantado (proporcion D.O = 4.347), se registro nuevo incremento en la respuesta al dia 25 de
administrada la dosis Unica de antigeno (proporcién D.O. = 9.086). El grupo epitope conjugado
registro un ligero aumento al dia 25 (proporcién D.O = 2.617). Todos los sueros pre-inmunes de los 4
grupos de vacunacién registraron una proporcion D.O. = 1.0 (aqui se muestra el valor correspondiente
al grupo epitope transplantado).
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Figura 24. Diagrama de caja de la comparacion de la magnitud de respuesta de anticuerpos anti-
histidina y anti-epitope en el antisuero de los ratones inmunizados con tres dosis del epitope peptidico.
No se observa presencia de anticuerpos anti-histidina en el antisuero de los ratones.
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Al comparar la magnitud previamente registrada de anticuerpos antihistidina con la
magnitud de anticuerpos antiepitope de memoria presentes en el antisuero de los
ratones que fueron reinfectados con epitope conjugado a albimina comercial sin cola
de histidinas, y que previamente recibieron tres dosis de epitope con una forma de
albumina recombinante, se observd una diferencia estadisticamente significativa
favoreciendo a la magnitud de anticuerpos anti-histidina por sobre la de anticuerpos
anti-epitope en los antisueros de los ratones inmunizados con tres dosis de epitope
conjugado a albumina recombinante y epitope mezclado con albimina recombinante
(figuras 28 y 29, respectivamente). Sin embargo, en el antisuero de los ratones que
previamente fueron inmunizados con tres dosis de albumina transplantada la
magnitud de anticuerpos anti-epitope luego de la reinfeccion fue significativamente

mayor por sobre la de anticuerpos anti-histidina (figura 30).
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Figura 29. Diagrama de caja de la comparacion de la magnitud de respuesta de anticuerpos de
memoria anti-epitope luego de la reinfeccién, con la magnitud de anticuerpos anti-histidina

previamente registrada, en ratones inmunizados inicialmente con tres dosis de albimina recombinante
mezclada con el epitope.
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Figura 30. Diagrama de caja de la comparacidon de la magnitud de respuesta de anticuerpos de
memoria anti-epitope luego de la reinfeccién, con la magnitud de anticuerpos anti-histidina

previamente registrada, en ratones inmunizados inicialmente con tres dosis de albumina recombinante
transplantada con el epitope.
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VI. DISCUSION

La expresion de proteinas de origen eucariota en sistemas bacterianos es una practica
experimental comun en la medida que la complejidad post-traduccional de la proteina
pueda ser resuelta por el sistema bacteriano de expresion. La albumina sérica humana
(Elsadek & Kratz, 2011) y la albumina sérica de ratén (UniProtKB - P07724
(ALBU_MOUSE)) no poseen glicosilaciones como parte de sus modificaciones post-
traduccionales, y son relativamente simples a nivel estructural, formadas por hélices
alfa conectadas por loops flexibles (figuras 1 y 8) por lo que el sistema de expresion
bacteriano méas adecuado puede producirlas en cantidades significativas. Es
importante tener en cuenta que los elevados niveles de expresion de proteina
recombinante en E. coli a menudo resultan en la agregacion de moléculas de proteina
expresada en cuerpos de inclusion. La formacion de cuerpos de inclusién impone un
gran obstaculo en la produccién y purificacion de proteinas recombinantes utilizando
E. coli como hospedero (Singh et al., 2015). En este trabajo, la expresion de albumina
de rat6n nativa en E.coli gener6 una proteina soluble en baja cantidad y en su mayoria
se encontré ubicada en cuerpos de inclusion insolubles (figura 15). El proceso de
obtencion de proteina bioactiva a partir de cuerpos de inclusion es complejo y lleva a
niveles de proteina recombinante a menudo bajos. Otros autores ya han obtenido
proteinas eucariotas en cantidades y formas similares (Reininger et al., 2003,
Padjaitan et al., 2000). Existe una diversidad de métodos que se han enfocado en el
mejoramiento de la cantidad, y de la calidad de proteina recombinante, mediante la

optimizacion de pasos individuales del proceso especialmente la solubilizacion de
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cuerpos de inclusion y replegamiento de la proteina (figura 32). En este trabajo, se
adapté el metodo de solubilizacién de Chen et al., 1992; que permitio resolver el
problema de los cuerpos de inclusion, replegando la proteina a una forma soluble que
demostro ademas tener capacidad para transportar zinc. La capacidad de transporte de
zinc fue escogida como indicador de la eficiencia de replegamiento, puesto que este
ion es el que presenta mayor afinidad por la albumina de ratdn comparado a otros
iones como el calcio y magnesio; iones que la albdmina sérica también puede
transportar (UniProtKB - P07724 (ALBU_MOUSE)). La albdmina sérica humana
posee un sitio de union a zinc llamado sitio A (figura 31) formado por la
coordinacion de 5 elementos: His 67 y Asn 99 del dominio I, His 247 y Asp 249 del
dominio Il (residuos conservados en todas las secuencias de albuminas de mamifero),
y una molécula de agua (Blindauer, 2009). La albdmina sérica de ratdn presenta un
sitio de unién a zinc formado por los residuos de posicion 91, 271 y 273, inferidos
por similitud a la albimina humana (UniProtKB - P07724 (ALBU_MOUSE)). La
adaptacion del método propuesto por Chen et al., 1992; consistié en resuspender los
cuerpos de inclusion en solucién buffer 20 mM  Tris-HCI, pH 8, urea 8M, y luego
disminuir gradualmente la concentracion de urea en cantidades de 1M en la solucion
buffer de resuspensién a medida la proteina era eluida en el sistema Amicon®, y
utilizando una membrana capaz de retener la proteina albumina. Finalmente, la
proteina fue resuspendida en buffer 20 mM Tris-HCI, pH 8, glicerol 20% (ver anexo
4). El uso de una albumina de raton comercial no recombinante como control positivo
permitio comparar la capacidad de transporte de zinc de esta proteina con las formas

replegadas de albdmina transplantada y nativa de origen recombinante, y determinar
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la eficiencia de replegamiento de estas ultimas. A partir de este analisis se pudo
determinar que el valor de retencion de zinc debido a la proteina era muy cercano
entre la albimina comercial y la nativa recombinante, por lo que se podria decir que
el plegamiento de la albumina nativa es muy cercano al 100%. De esta misma
comparacion pero con la forma de albdmina transplantada se pudo determinar que la
eficiencia de plegamiento de esta proteina fue del 82 %, aproximadamente (tabla 7).
Adicionalmente, se incluyé un ensayo de captacion de zinc para una forma de
albumina recombinante suspendida en urea, que corresponde a una solucion donde la
cadena polipeptidica no tendria un plegamiento nativo completo. Esta forma no
plegada de la albumina fue incluida a manera de control negativo en el analisis de
captacion de zinc. A partir de este ensayo se pudo observar, como era de esperarse,
que la forma desnaturalizada no generara cambios en la concentracién de zinc debido
a que el sitio de unién a zinc podria no encontrarse correctamente plegado por lo que
la proteina careceria de la capacidad para capturar iones zinc. Con los resultados
obtenidos del control positivo y negativo, y comparado con lo obtenido en la
albiminas transplantada y nativa recombinantes, se sugiere que ambas formas de
albiminas recombinantes (nativa y transplantada) podrian encontrarse en un
plegamiento muy préximo al nativo, aunque un analisis estructural fortaleceria esta

posible evidencia.
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Figura 31. (A) Estructura de los dominios de la albimina sérica humana. Dominio | (rojo), dominio Il
(azul), y dominio Il (verde) estan sostenidos entre si por hélices e interacciones débiles. (B) El sitio
interdominio de unién a zinc esta formado por dos residuos del dominio | (rojo) y dos residuos del
dominio Il (azul). Fuente: Blindauer, et al., 2009.
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Figura 32. Modelo mostrando diferentes métodos de solubilizacién utilizados para recuperar proteinas
de cuerpos de inclusién. Fuente: Singh et al., 2015.
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Es importante mencionar que la obtencion de una forma soluble y correctamente
plegada de albimina de raton con epitope transplantado garantiza que la ubicacion
del epitope de Influenza se encuentre en la superficie de la proteina transportadora, y
con exposicion al solvente, mejorando la presentacion al sistema inmune del
hospedero ratén. Para lograr la expresion de la albumina de ratén con el epitope de
Influenza transplantado en su superficie se recurrio a una estrategia previa que podria
asegurar la expresion eficiente de albumina soluble en el sistema bacteriano. Esta
estrategia consistio en la optimizacion del “uso de codones” de la secuencia original
de nucledtidos del gen de albumina con el epitope haciendo uso del programa

Optimizer (http://genomes.urv.es/OPTIMIZER/) (Pere, 2007). La optimizacion de la

secuencia de nucleotidos se llevo a cabo cambiando la secuencia del gen de albimina
con epitope transplantado a los codones mas frecuentemente utilizados por E. coli, lo
que mejoraria el reconocimiento de la secuencia en la bacteria, y el nivel de expresién
de la proteina (ver anexo 7). Si bien, al expresar la proteina transplantada en bacteria
se obtuvo en cuerpos de inclusion insolubles se logro replegar con una eficiencia del
82% comparada a la albimina de raton comercial y a la forma no plegada de la
albdmina nativa recombinante (tabla 7).

A diferencia de los linfocitos T que reconocen péptidos digeridos, los linfocitos B
pueden reconocer al antigeno en su forma nativa. La activacion de linfocitos B se
inicia a través de la union entre el receptor de célula B (BCR) y el antigeno
especifico. EI BCR puede reconocer antigenos solubles y unidos a membrana
(Carrasco & Batista, 2006). EI BCR estd compuesto de inmunoglobulina de

membrana para la union del antigeno, y un heterodimero Igo/Igp para la sefializacion

79


http://genomes.urv.es/OPTIMIZER/

intracelular y activacion de la célula B (Reth, 1992; Pleiman, 1994). Luego de la
unién al antigeno y activacion, el linfocito B puede convertirse en plasmoblasto
extracelular que rapidamente secreta anticuerpos de baja afinidad, o entrar a un centro
germinal (CG) donde el linfocito B atraviesa hipermutacion somatica y se desarrolla
la maduracién de la afinidad (figura 33). Estos linfocitos B maduros en afinidad
también pueden volverse plasmoblastos que secretan anticuerpos de alta afinidad. Los
linfocitos B maduros en afinidad pueden re-ingresar al centro germinal para rondas
adicionales de hipermutacion somatica y maduracion de la afinidad o volverse células
de memoria (Heesters, 2016). Para maximizar la probabilidad que una célula B
especifica encuentre su antigeno, es importante que el antigeno esté concentrado en
areas ricas en linfocitos B en el 6rgano linfoide secundario (bazo y nodulos linfaticos
periféricos). Los linfocitos B pueden utilizar la via de presentacion de antigeno
mediada por el complejo mayor de histocompatibilidad Il (MHC 1) para procesar el
antigeno unido al BCR e internalizar el antigeno proteico, y presentar péptidos
selectos en complejo con el MHC |1 a linfocitos T CD4+. Este proceso se da en
cuatro pasos: (1) captura del antigeno e incorporacion por los linfocitos B, (2)
interseccion del complejo antigeno/BCR internalizado con el MHC |l en
compartimientos de carga del péptido, (3) generacion y regulacion de complejos
MHC Il/péptido, y (4) transporte por exocitosis para la presentacién de complejos
MHC Il/péptido en la superficie de los linfocitos B (Adler, 2017). Para asegurar que
la sefial de densidad Optica detectada en el ensayo de ELISA indirecto se debiera
solamente a la presencia de anticuerpos anti-epitope en el antisuero, se enfrento el

antisuero obtenido de cada grupo de inmunizacion al epitope conjugado
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quimicamente a una albumina de ratén de marca comercial sin cola de histidinas
(figura 34). La observacién de anticuerpos anti-epitope sugiere que el epitope de
Influenza A presente en la superficie de la proteina albumina podria haber sido
reconocido por el BCR de los linfocitos B del raton, lo que habria estimulado la
activacion celular y promovido la formacion de estos anticuerpos epitope especificos
(figuras 19-22).

En algunas ocasiones, la adicion de cola de histidinas en las proteinas no tiene
influencia en la induccién de respuesta inmune (Ling, 2008; Yap, 2009). Sin
embargo, se ha observado que en proteinas candidatas a vacuna contra la malaria
pudo afectar la inmunogenicidad en ratones (Khan, 2012). En el presente estudio se
observo la presencia de anticuerpos anti-histidina en los antisueros de ratones que
habian sido inmunizados con tres dosis de una forma de albumina recombinante
(transplantada, conjugada o mezclada) pero no en el antisuero de ratones inmunizados
con tres dosis de solo el epitope (figuras 24-27). Al comparar la magnitud de la
respuesta de los anticuerpos anti-histidina con la de los anticuerpos anti-epitope en
los antisueros de ratones inmunizados con tres dosis de una forma de albumina
recombinante, se encontré un mayor nivel de anticuerpos anti-histidina solo en los
antisueros de ratones inmunizados con tres dosis de albumina recombinante
conjugada y albdmina recombinante mezclada, observandose la mayor magnitud de
respuesta en el antisuero de este ultimo grupo (figuras 25 y 26). Por el contrario, no
se observo diferencia significativa entre ambos tipos de anticuerpos en el antisuero de
los ratones inmunizados con tres dosis de albumina recombinante transplantada

(figura 27). Ademas, el nivel de respuesta de los anticuerpos epitope especificos
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observado en el antisuero de este grupo de ratones fue el mayor comparado a los otros
grupos de inmunizacion (figuras 19 y 20). Todo esto sugiere que podria no existir una
correlacion entre la magnitud de la respuesta alcanzada por los anticuerpos anti-
histidina con el nivel de respuesta de los anticuerpos anti-epitope, por lo que la
induccion de la respuesta humoral frente al epitope de influenza por la manera en la
que es presentada en la albumina podria no estarse viendo afectada. Como parte de
este analisis también se compard la magnitud de la respuesta de los anticuerpos anti-
histidina con el nivel de respuesta alcanzado por los anticuerpos de memoria epitope
especificos luego de una reinfeccidn con el epitope, encontrandose un mayor nivel de
respuesta de los anticuerpos anti-histidina comparado a la respuesta de los
anticuerpos de memoria epitope especificos en los antisueros de los ratones que
habian sido inmunizados con tres dosis de albumina recombinante conjugada y
albumina recombinante mezclada antes de la reinfeccion (figuras 28 y 29). Por el
contrario, se observo un mayor nivel de respuesta de los anticuerpos de memoria anti-
epitope en el antisuero de los ratones que previamente habian sido inmunizados con
tres dosis de albumina recombinante transplantada antes de la reinfeccion (figura 30).
Estos resultados fortalecen la hipdtesis de que la produccion de anticuerpos anti-
histidina no afectaria la inmunogenicidad del epitope presentado por la albimina.

Como se ha mencionado anteriormente en los 03 grupos de ratones que recibieron
tres dosis de una forma de epitope con albimina recombinante (epitope transplantado,
epitope conjugado, y epitope mezclado), la albimina presenta una cola de histidinas
en el extremo carboxilo terminal por lo que la diferencia en la respuesta de

anticuerpos epitope especificos vista entre estos grupos de ratones podria ser debido a
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la forma en la que se presenta el epitope asociado a la albumina. Sin embargo,
basandose en los anteriormente mencionado el uso de una albumina sin cola de
histidinas como un vehiculo de transporte para epitopes inmunogénicos
transplantados podria ser conveniente dada la inmunogenicidad de la region de
polihistidina.

En los antisueros correspondientes a los grupos de ratones que recibieron albumina
nativa recombinante conjugada quimicamente al epitope, albUmina nativa
recombinante mezclada con el epitope, y epitope peptidico se detectaron anticuerpos
anti-epitope. Sin embargo, el nivel de anticuerpos disminuyd tiempo después de la
administracion de la tercera dosis del inmundgeno respectivo (figuras 19 y 20). Esto
sugiere que la inmunogenicidad de estas tres formas de presentacion del epitope
cuando no forma parte integral de la estructura de la albimina no seria tan efectiva
por el corto tiempo de vida media de minutos a unas pocas horas que tiene un péptido
en circulaciéon (Roelse, 1994; Burnett, 2017; Yi, 2105). La presentacion del epitope
transplantado en la proteina sérica albimina es capaz de estimular la produccién de
anticuerpos anti-epitope hasta por lo menos 43 dias luego de tres dosis (figuras 19 y
20). Esta observacion podria deberse a dos factores importantes: (1) la lenta taza de
filtracién de la albumina que podria estar alargando el tiempo de vida media del
péptido en circulacion (Tan, 2021; Hijazi, 2021), y (2) la presentacion del epitope en
la proteina albumina conservando su localizacion y estructura secundaria de manera
similar a cuando se encuentra en la hemaglutinina viral ayudando al reconocimiento
de los linfocitos B. Ambos factores podrian actuar en conjunto aumentando el tiempo

de vida media del epitope en circulacion (Tan, 2021), y beneficiando la presentacion
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del epitope al sistema inmune mediante una micro inmunizacion

estimularia el incremento de la produccion de anticuerpos en el tiempo.
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Figura 33. Modelo esquematico simplificado de la maduracion de la afinidad de los linfocitos B en el

CG. (A) De una gran cantidad de células B algunos BCR tendréan suficiente afinidad

por el antigeno

para estimular la internalizacion y digestion del antigeno (seleccion 1). Las células seleccionadas
ingresan a la “zona oscura” del CG y pasan por hipermutacion somatica, variando su especificidad de
BCR. Luego, después de uno o mas posibles ciclos, las células B migran a la “zona clara”. Aqui, los
linfocitos B que tienen BCR de alta o baja afinidad, son expuestos complejos con el antigeno que son
incorporados en compartimientos endociticos en las celulas foliculares dendriticas. Si la afinidad del
BCR es baja 0 no existente, la célula B no recibe sefiales de supervivencia y entra en apoptosis.

Modificado de: https://doi.org/10.1016/j.it.2016.10.003.
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Figura 34. Esquema de la interaccion anticuerpos anti-epitope presentes en el suero de los ratones de
un grupo de inmunizacion con el epitope peptidico conjugado quimicamente a albimina comercial
fijado en el pocillo de la placa de ELISA.

La importancia de la retencion de un antigeno por tiempo prolongado por parte de las
células dendriticas foliculares ha sido un tépico de mucha controversia por muchos
afios. Una explicacion a su relevancia podria ser al mantenimiento de la memoria
mediada por células B (Heesters, 2016). Un estudio realizado por McHeyzer-
Williams y colegas (2015) mostrd que las células B de memoria pueden re-ingresar al
CG y pasar por mayor diversificacion al ser enfrentados al antigeno original. Este
estudio soporta la idea de que la retencion del antigeno podria influenciar en el
mantenimiento de la memoria a largo plazo. Se ha observado que la produccién de
células de memoria en ratones puede darse a partir de una semana después de la
primera administracion de un antigeno, y se incrementa gradualmente hasta por lo
menos 6 semanas (Hamaoka, 1969). En el presente estudio la formacion de linfocitos
B de memoria podria estar siendo evidenciada a partir de la deteccion de anticuerpos
anti-epitope luego de la administracién de una dosis Unica de epitope conjugado a
albumina comercial semanas después de la primera exposicion al epitope, simulando
una reinfeccion en cuatro grupos de ratones (figura 22). Aqui se selecciond al epitope
conjugado a albdmina comercial como antigeno debido a que se buscé estimular al
sistema inmune de los ratones para que generen anticuerpos contra el epitope luego
de simular la reinfeccion. Dentro de los cuatro grupos de ratones evaluados se incluyd
a un grupo que habia recibido previamente albumina de raton de marca comercial

como antigeno a manera de control para registrar la posible induccion de anticuerpos
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anti-albumina comercial, de la misma manera como ocurrié con los anticuerpos anti-
histidina. Sin embargo, en este grupo no se registro diferencia significativa entre el
suero pre-inmune y el post-inmune obtenido a los 25 dias del ensayo, lo que sugiere
que la respuesta inmune de memoria observada se explicaria solo por anticuerpos
anti-epitope (figura 23). En los grupos de ratones que recibieron epitope
transplantado a albumina recombinante, epitope conjugado quimicamente a albimina
nativa recombinante, y epitope mezclado con albimina nativa recombinante se
registr6 la presencia de anticuerpos anti-epitope de memoria a los tres dias de
inoculada la dosis Unica de epitope. Sin embargo, en los dos ultimos grupos (epitope
conjugado Yy epitope mezclado) se observo un descenso en el nivel de anticuerpos a
los 25 dias lo que sugiere que el corto tiempo de vida media en circulacion del
epitope podria haber afectado el tiempo de presentacion y retencion del epitope en el
sistema inmune. Por el contrario, en el grupo que recibi6 epitope transplantado a
albimina se registré un incremento significativo de los anticuerpos anti-epitope de
memoria a los 25 dias lo que sugiere no solo la posible presencia de linfocitos B de
memoria, sino también, una respuesta que se prolongaria en el tiempo (figura 22).
Esta respuesta de memoria estimulada por el epitope transplantado a albdimina podria
deberse al mayor tiempo de presentacion del antigeno en la circulacion debido a la
lenta taza de filtracion de la albimina y a la retencion del antigeno por tiempo
prolongado en las células dendriticas foliculares. Por lo tanto, el epitope
inmunogénico de Influenza A transplantado en la superficie de albumina de raton
podria estar estimulando la generacion de células B de memoria y la produccion de

anticuerpos que se incrementan hasta por lo menos 25 dias luego de la reinfeccion.
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La mayoria de vacunas que se encuentran disponibles actualmente se basan en
tecnologias de inactivacion o atenuacion. Sin embargo, ambas tecnologias tienen
limitaciones y problemas potenciales asociados. Las vacunas inactivadas deben ser
totalmente inocuas y no infectivas. Las vacunas atenuadas deben ser precisamente
controladas y caracterizadas de modo que provean del nivel requerido de inmunidad
protectiva sin causar sintomas de la enfermedad de manera significativa en el
hospedero (Francis, 2017). Las vacunas peptidicas corresponden a cadenas cortas de
aminoacidos que son sitios inmunogénicos importantes en agentes infecciosos. La
primera evidencia que este tipo de péptidos tenian potencial de vacuna fue
demostrada en 1963 utilizando el virus del mosaico del tabaco donde un fragmento
hexapéptido aislado quimicamente del capsomero del virus fue acoplado a albumina
sérica bovina y utilizado para estimular la produccion de anticuerpos en conejos que
neutralizaran al virus (Anderer, 1963). Una vez que un péptido candidato es
identificado o predicho, debe ser entregado al sistema inmune de tal manera que
estimule no solo un alto titulo de anticuerpos anti péptido sino también anticuerpos
que van a reconocer y neutralizar al agente infeccioso. Por tal razén, para probar la
‘prueba de concepto’ del transplante se selecciond un epitope peptidico de Influenza
A H3N2 que habia probado ser inmunogénico (Li, 2003). Ademas, se asegurd que la
estructura del epitope peptidico se conservara tal cual se encuentra en la
hemaglutinina viral luego de su insercion en la albdmina, para garantizar una correcta
presentacion y reconocimiento por el sistema inmune del hospedero. Otra forma de
presentacion de vacunas peptidicas esta enfocada en la presentacion de mdltiples

copias de péptidos fusionadas a los genes codificantes de grandes proteinas, de modo
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que generen constructos nuevos. El uso de secuencias de péptidos fusionadas a
proteinas bacterianas como inmunogenos tiene la ventaja potencial de una estructura
definida y uniforme comparada a la naturaleza no caracterizada y variable de un
conjugado péptido/transportador preparado quimicamente (Francis, 2017). En este
sentido, la mayor produccion de anticuerpos anti-epitope estimulada por el
inmunogeno formado por el epitope transplantado en la proteina aloumina comparado
al mismo epitope conjugado quimicamente a la albimina podria deberse a la
conservacion de la estructura tridimensional global del epitope y la albumina, que
favoreceria a su vez a la adecuada presentacion del epitope al sistema inmune. Asi
mismo, la conservacion de la estructura tridimensional de la albimina transplantada
podria estar ayudando a mantener algunas de las propiedades intrinsecas de la
proteina albimina: la capacidad de transporte de zinc y el lento perfil de filtracion en
circulacion. Justamente, esta Ultima propiedad de la albumina podria haber favorecido
un mayor tiempo de retencion del epitope en las células del sistema inmune y

generado memoria inmunoldgica.
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VIl. CONCLUSIONES

Fue posible recuperar una albumina nativa recombinante y una albimina con
un epitope de Influenza transplantado en su superficie, de cuerpos de
inclusion insolubles, y replegarlas con aproximadamente un 100% y 82% de
eficiencia de plegamiento, respectivamente.

Un epitope peptidico que ha demostrado ser inmunogénico y es transplantado
en la superficie de una proteina transportadora como la albumina sérica de
raton es capaz de estimular a traves del tiempo la produccion de anticuerpos
anti-epitope en ratones, de manera significativamente mayor que el mismo
epitope conjugado quimicamente a la albumina, mezclado con la aloimina o
solo.

El transplante de un epitope inmunogénico a una proteina de taza de filtracion
lenta en el organismo, como la albimina, podria estar permitiendo una mayor
persistencia del epitope en circulacion y un mayor tiempo de presentacion al
sistema inmune generando células B de memoria productoras de anticuerpos

anti-epitope.
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VIill. RECOMENDACIONES

Vistos los resultados sobre la ““prueba de concepto”™ del transplante de un epitope
inmunogenico sobre la superficie de una proteina sérica transportadora de lenta taza
de filtracidn, se sugiere desarrollar una proteina transportadora con un nimero mayor
de repeticiones del mismo epitope aprovechando que la estructura de la albimina es
una proteina que presenta una serie de loops flexibles que pueden servir como lugares
de transplante. La respuesta humoral que podria ser generada por la estimulacion con
este tipo de proteina multiepitopica transplantada posiblemente seria
significativamente mayor a la hallada en este trabajo de investigacion. Es importante
mencionar que el desarrollo de esta proteina podria venir de la mano de un método de
purificacion alternativo al uso de cola de histidinas con la finalidad de evitar la

respuesta inmunogenica contra la region de polihistidina.

Alternativamente, se podria desarrollar una proteina albumina que contenga varias
repeticiones de diferentes epitopes inmunogénicos de Influenza A, como los
reportados por Li (2003), realizando el transplante de los epitopes en las regiones
mas similares a nivel de secuencia y estructura en la albumina. De esta manera se
lograria una proteina multiepitopica transplantada que podria presentar una respuesta

humoral mejorada.

Se recomienda extender el analisis de la respuesta humoral estimulada por la proteina
transplantada incluyendo un estudio del nivel de proteccion del antisuero de los

ratones, a través de la medicion de la actividad neutralizante contra el virus de
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Influenza A por ensayo de inhibicion de hemaglutinacion e inhibicién de la
formacion de placa del virus. Asi mismo, complementar los hallazgos de eficiencia de
replegamiento con un estudio del analisis estructural de la albumina (dicroismo
circular, cristalizacion) para conocer la real dimensién del plegamiento logrado en la

proteina.
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X. ANEXOS
ANEXO 1

Modelos estructurales de los epitopes inmunogénicos transplantados en la superficie

de la proteina albimina de raton

(b)

Figura 35. Modelos tedricos de los epitopes de influenza transplantados
en la superficie de la albimina de raton. (a) Epitope 1
(KAYSNCYPYDVPDY) transplantado en la superficie de la albimina de
raton. La vista superficial muestra que el epitope transplantado conserva
de manera apreciable la estructura secundaria y la orientacion hacia el
solvente. (b) Epitope 2 (HHPITDSDQTRLY) transplantado en la
superficie de la albimina de raton. (c) Epitope 3 (WTGVAQD)
transplantado en la superficie de la albimina de ratén.




ANEXO 2

Protocolo de extraccion del ARNm de albumina del higado de raton

1. Recoleccion de las muestras del higado de los ratones hembra Balb/c

Los ratones adquiridos en el bioterio de la Universidad Peruana Cayetano Heredia fueron
02 hembras Mus musculus cepa Balb/c de 03 meses cada uno debido a que presentan una
abundante cantidad de mensajero de albimina en comparacion al total de mensajeros
presentes en el higado (Clissold et al. 1981). Se recolectaron 05 muestras de higado de cada
uno de los ratones haciendo un total de 10 muestras de tejido hepéatico de ratdon. A
continuacién se muestra el protocolo que se usé en la recoleccion de higado de raton y su

posterior almacenamiento en la solucion de conservacion RNAlater.

A. Cada uno de los ratones fue inyectado por via intraperitoneal (figura 36) con los
anestésicos: xilacina (20mg/kg) y ketamina (5mg/kg). Posteriormente por inyeccién

directa al corazdn se administro el agente eutanasico halatal (20mg/kg).

r _d ‘| Figura 36. llustracién del modo de administracion
f intraperitoneal de los anestésicos. Fuente: Manual de
‘k | & manejo de ratones del INS, 2008
o
%
- @
o

B. Una vez confirmada la muerte de los 2 ratones, mediante el analisis de los reflejos
en los animales; se procedi6 a abrir la cavidad abdominal y a separar el higado del

canal alimenticio y del resto de érganos (Figura 37).



higado

Figura 37. Apertura de la cavidad abdominal de un
raton hembra. Puede observarse la ubicacién exacta del
higado una vez abierta la cavidad abdominal. Fuente:
Manual de manejo de ratones del INS, 2008.

C. El higado fue cortado en pedazos de 0.5cm con un peso aproximado de 0.1g de
acuerdo a lo mencionado en el protocolo RNAlater Invitrogen. Se depositaron 03
pedazos de muestra de higado en viales con 1ml de RNA later obteniéndose 05

viales con muestras de higado de cada uno de los ratones.

D. Los 10 viales de RNAIlater conteniendo las muestras de higado fueron incubados a
4°C entre 18 a 24 horas, a fin de que la accion protectora y estabilizadora del

RNAIlater sobre el RNA celular penetre completamente el tejido.

E. Al diasiguiente 02 viales de cada ratdn fueron tratados con TRIzol (Ambion) para
la extraccion de RNA. El resto de viales fueron almacenados a -70°C para su

posterior uso.



2. Aislamiento del ARN del higado de ratén

Los siguientes materiales descritos en la tabla 8 fueron necesarios para la extraccion de

ARN proveniente de higado de raton.

Extraccion de RNA

TRIzol

Cloroformo

Isopropanol (2-propanol)

Etanol 75% (en H20-DEPC)

H20 “RNAsa-free”

Microcentrifuga de tubos eppendorf por sobre las 12,000 x g

Homogenizador

Omnitip Plastic Generator Probe

Tubos eppendorf “RNAsa-fiee” x 2ml de fondo conico (de ser posible de tapa rosca)

02 Racks limpios para depositar eppendorf (1 para trabajo en cabina y 1 para transporte)

Incubadora de Bafio seco (60°C)

04 pares de guantes sin talco

Tips 1000uL, 200uL, 10uL con filtro

Cronometro

Tabla 8. Lista de materiales necesarios para el ensayo de extraccién de RNA a partir de tejido.



Recomendaciones:

e EIl TRIzol, previamente almacenado a -20°C, debera estar a temperatura ambiente.
Este atemperamiento no es tan critico si se toma en cuenta que el proceso de

homogenizacion produce un breve calentamiento de la muestra a los 30 — 45 seg.

o Deberd usarse el volumen justo de cloroformo ya que este se evapora

posteriormente. Su uso es a temperatura ambiente.

e Debera usarse el volumen justo de isopropanol ya que este se evapora

posteriormente. Su uso es a temperatura ambiente.

e EI etanol 75% en H20-DEPC debera ser preparado a partir de etanol absoluto en

agua previamente tratada con DEPC.

e El agua “RNAsa-free” deberd estar a temperatura de 60°C utilizando la incubadora

de bafio seco hasta usarse en la resuspension del RNA.

e EIl Omnitip debera descartarse luego de su uso.

e Antes de iniciar el trabajo, la cabina debera ser previamente limpiada con lejia 20%,
etanol 70% y solucion RNAse Away, en ese orden. Posteriormente, la cabina debe
ser esterilizada con UV. Asegurarse de colocar todos los materiales en el orden méas

adecuado.



3. Homogenizacion de las muestras

A

Se retiraron las muestras de tejido animal del RNA later usando pinzas estériles.

Se depositaron 3 trozos de higado de ratén, con un tamafio < 0.5cm (de preferencia
grandes) y con un peso aproximado de 0.1g, en un 1ml de TRIzol (100mg de tejido

en 1ml de TRIzol).

Se homogenizé la muestra usando un OMNITIP por 45 segundos asegurandose de
colocarlo a una altura que no genere la formacidn de espuma que pueda escaparse

del tubo. Se verifico la correcta homogenizacion.

Separacion de fases

Se incubaron por 5 minutos a temperatura ambiente para permitir la completa

disociacion del complejo de nucleoproteinas.

Se agreg6 0.2ml de cloroformo por 1ml de TRIzol. Se cerrd la tapa.

Se mezcl6 fuertemente por 15 segundos.

Se incub6 por 3 minutos a temperatura ambiente.

Se centrifugd la muestra a 12,000 x g por 15 minutos. La mezcla fue separada en
una fase inferior de fenol-cloroformo de color rojo, una fase intermedia, y una fase

superior incolora donde se encuentra el RNA (figura 38).

Se dispens6 500uL de la fase acuosa evitando mezclar con las otras fases. Se coloco

en tubos de 1.5 ml nuevos.



Figura 38. Separacion de fases en la extraccion de RNA de tejido usando TRIzol.

Precipitacion del ARN

Se agreg6 0.5ml de isopropanol 100% a la fase acuosa por cada 1ml de TRIzol.

. Se homogeniz6 suavemente por semi-inversion.

. Se incubo a temperatura ambiente por 10 minutos.

. Se centrifugé a 12,000 x g por 10 minutos. Se observé la formacion de un

precipitado a un lado del fondo del tubo.

Lavado del ARN

. Se decant todo el sobrenadante dejando solo el precipitado de RNA.

. Se lavo el precipitado con 1ml de etanol 75%.

. Se homogeniz6 suavemente por semi-inversion.



. Se centrifugd a 12,000 x g por 5 minutos. Se elimin6 el etanol con cuidado
asegurandose de eliminarlo completamente. Se recomienda usar pipeta de 200uL

para terminar de eliminar el etanol.

. Se seco el pellet de RNA por 3 minutos con la tapa del tubo abierta. Se evitd secar
completamente solo hasta asegurarse que se observe un cambio de color en el borde

del pellet.

Resuspension del ARN

. Se resuspendid el RNA en 100 uL de agua libre de RNAsa, hasta lograr que el

pellet se homogenice totalmente.

. Se preparé diluciones 1/10 de cada muestra. 5L de muestra stock en 45uL de agua

libre de RNAsa.

. Se midid la concentracion de RNA en el nanodrop usando 1 pL de agua libre de

RNAsa como blanco.

. Se almacené las muestras a -70°C.



ANEXO 3

MAPA DEL VECTOR DE CLONACION/EXPRESION PET28A

pET-28a-c(+) Vectors TROTA 12108

Cat. No. The pET-Z8a-c(+) vectors carry an N-terminal His=Tag®thrombin'T7=Tag® configuration plus
pET-28a DNA GAR64-3 an optional C-terminal His=Tag sequence. Unique sites are shown on the circle map. Mote that the
pET-28b DINA GORAS-3 saqpeance is numbared by the pBR322 comvantion, so the TT axpression region is reversad on the
pET-ZBc DNA GIBGE-3 circular map. The cloning/expression region of the coding strand transcribed by TT RNA poly-

merase is shown balow. The Fl origin is orientad so that infection with helper phage will produce

virkons containdng single-stranded DNA that cormesponds to the coding strand. Therafore, single-
stranded sequencing should be performed wsing the TT terminator primer (Cat. Mo, 69337-3).
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ANEXO 4

Metodo de replegamiento de la albumina

Para lograr solubilizar la albumina de raton concentrada en Buffer A + urea 8M, se utilizd
una modificacion de la técnica de replegamiento usada por Chen y colaboradores, 1992.
Esta técnica adaptada de “replegamiento”, consistio en la eliminacion pausada de la urea
contenida en el buffer donde se encuentra resuspendida la proteina. Para eliminar la urea
totalmente del medio donde se encuentra la proteina de interés se usaron soluciones buffer
con concentraciones de urea decrecientes que fueron pasadas a través del sistema
AMICON® Stirred Cell (EMD Millipore) (figura 39). Este sistema incluyé el uso de una
membrana de 10 kDa de tamafio de poro que garantizé que la aloimina murina de 67 kDa
permanezca en la parte superior de la membrana, y la urea sea filtrada. De esta manera, a
medida se fueron agregando nuevas soluciones buffer con urea a concentraciones
decrecientes, la urea fue siendo retirada de la solucion de suspensién de proteina,
pausadamente. Por Gltimo, la proteina fue resuspendida en una solucion buffer sin urea que
contenia los mismos componentes de las soluciones buffer usados anteriormente para

garantizar la estabilidad de la proteina.

A continuacién, se muestra una tabla que detalla todas las soluciones buffer que fueron
usadas en el ensayo de replegamiento. Ademas, se incluye la composicion de cada una de

estas soluciones.



COMPOSICION
Buffer Tris- UREA pH final Glicerol H20 miliQ
BUFFER HCIPh8 1M (gramos) (mililitros)
(volumen de
500ml)
Buffer 20 mM Tris- Colocar 300 ml en el
HCI, pH 8, urea 8M 10 ml 240 g 8.0 0ml frasco, medir pH v,
Buffer 20 mM Tris- Egglmelntg, enr?sar a
7“5" pH S, urea 10 ml 210.21 g 8.0 oml fal L omen
Buffer 20 mM Tris-
HCI, pH 8, urea 6M 10 ml 180.18 g 8.0 0 ml
Buffer 20 mM Tris-
HCI, pH 8, urea 5M 10 ml 150.15 g 8.0 0 ml
Buffer 20 mM Tris-
HCI, pH 8, urea 4M 10 ml 120.12 g 8.0 0 ml.
Buffer 20 mM Tris-
HCI, pH 8, urea 3M 10 ml 90.09 g 8.0 oml
Buffer 20 mM Tris-
HCI, pH 8, urea 2M 10 ml 60.06 g 8.0 0 ml
Buffer 20 mM Tris-
HCI, pH 8, urea 1M 10 ml 30¢g 8.0 0 ml
Buffer 20 mM Tris-
SOCO/';_DH 8, glicerol 10 ml 0g 8.0 100 ml.

El sistema AMICON® Stirred Cell (EMD Millipore) de 50 ml de capacidad fue
ensamblado junto con el sistema de concentracién en una refrigeradora a 4°C. Dentro del
sistema AMICON® se coloc6 una membrana YM-10 de 44.5 mm de diametro y un tamafio
de poro de 10 kDa. Todo el sistema, incluyendo la membrana, fueron previamente lavados

en agua hervida 3 veces, antes de ser colocados en el interior de la refrigeradora.

Inicialmente, se coloc6 dentro del sistema todo el contenido de albumina de raton
resuspendida en buffer A + urea 8M, aproximadamente 5 ml de solucion de proteina.
Seguidamente, se colocaron 200 ml de Buffer 20 mM Tris-HCI, pH 8, Urea 7M, para no
exceder la capacidad del AMICON® en cantidades de 45 ml, aproximadamente. Se
aperturd la llave de gas nitrdgeno que sirvid para ejercer la presion. Se dejo reposar el

sistema en agitacion hasta que solo 8 ml de solucion queden en la parte superior de la




membrana para evitar que ésta se seque. Posteriormente, se agregd la siguiente solucion
buffer 20 mM Tris-HCI, pH 8, Urea 6M en un volumen de 200 ml, a cantidades de 45 mi
aproximadamente. Se repitieron los pasos anteriormente descritos y se ejecutd la misma
técnica para el resto de soluciones buffer, asegurandose que la concentracion de urea fuese
colocada siempre de manera decreciente, hasta resuspender finalmente en 4 ml de buffer 20

mM Tris-HCI, pH 8, glicerol 20%.

Para controlar la calidad del ensayo de replegamiento, se tomaron muestras de la proteina
suspendida con los distintos buffer durante todo el ensayo. El ensayo tuvo una duracion
aproximada de 9 dias, durante los cuales se tomaron estas pequefias muestras para ser
observadas usando electroforesis SDS-PAGE en geles al 12%. De igual manera, se tomaron
muestras del eluido de la membrana, es decir, de la solucién que pasé a través de la
membrana de 10 kDa, con la intencion de observar si la proteina a pesar de su tamafio fue
capaz de pasar los poros de la membrana. Finalmente, se determind la concentracién final

de la proteina eluida en buffer sin urea usando el método de Bradford.

Figura 39. Sistema AMICON® Stirred Cell (EMD Millipore)



ANEXO 5

Ensayo de Absorcion Atdmica

Para medir la concentracion de zinc en las diferentes soluciones de trabajo, antes y después
de pasar a través de la membrana del AMICON, se utilizd6 un espectrofotdmetro de
Absorcién Atémica de marca Perkin Elmer, modelo AAnalyst 200 ubicado en el primer
piso de los Laboratorios de Investigacion y Desarrollo de la UPCH. Este modelo se
caracteriza por tener una ldmpara de descarga de catodo hueco como fuente de radiacion de
una longitud de onda de 213.86 nm para la deteccion de zinc, sistema quemador de
aire/acetileno que alcanza temperaturas de hasta 2300°C, nebulizador para contribuir a la
atomizacion de la muestra, sistema Optico Echelle de doble haz para compensar cambios en
la intensidad de la lampara durante el andlisis y mejorar la “performance” del ensayo, un
sistema detector de estado solido, y una ldmpara de deteccion especifica de zinc (figura 40).
Las diferentes soluciones de trabajo fueron tomadas usando un capilar para aspirar la
muestra, y los resultados de la concentracion de zinc en las diferentes soluciones fueron

entregados en mM y unidades de Absorbancia.

Figura 40. Espectrofotometro de Absorcion Atémica Perkin ElImer AAnalyst 200.



ANEXO 6

Protocolo de necropsia

La necropsia se realizara 15 dias después de culminado el tratamiento. Los tejidos
recolectados seran corazén, higado, cerebro, rifidn, intestino delgado, intestino grueso,
higado, musculo y piel, los cuales seran conservados en PBS-formolado al 10%.

Los animales seran eutanasiados administrando via intraperitoneal de 20mg/kg de
ketamina (Ket-A-10®, mg/Kg, sedante) y 5mg/kg de clorhidrato de xylazina (Dormi-
Xyl®2, mg/Kg, analgésico y relajante muscular) que juntos nos proporcionaran anestesia
general del animal. Luego por puncién cardiaca se administrara una sobredosis de
pentobarbital sodico (Halatal) en una dosis de 70 mg/kg; hipnético y anticonvulsivante que
en sobredosis producira un paro cardio-respiratorio lo que llevara a la muerte del animal.

Si se requiere extraer sangre del corazon al momento de la necropsia se utilizara una jeringa
de tuberculina. Una vez anestesiado el animal, colocar al ratén en posicién de cubito dorsal
y fijar las extremidades a la mesa con cinta maskintape. Luego, desinfectar la cavidad
torécica utilizando agua oxigenada, yodo povidona y vanodine, repetir esta operacion tres
veces en ese mismo orden. Seguidamente con el dedo indice ubicar los latidos cardiacos e
introducir la aguja levemente a 90°, suavemente jalar el émbolo. Al finalizar
aproximadamente con 0,5ml de sangre, retirar suavemente la jeringa y administrar la
inyeccion letal por puncion cardiaca. Verificar que el raton esté eutanasiado, revisando que
no exista latido cardiaco ni reflejo. Por ultimo descartar los restos colocandolos en una
bolsa para autoclave. Descartar las agujas en un descartador para punzocortantes.

Desinfectar la zona de trabajo con lejia 10%.



ANEXO 7

Secuencia de nucledtidos optimizada del gen de albdimina de ratén con epitope

transplantado y secuencia de aminoacidos resultante de su traduccion

Meol

CCATGGAAGCGCATAAAAGCGAAATTGCGCATCGCTATAACGATCTGGGCGAACAGCATTTTAAAGGCCTGGETGC
TGATTGCGTTTAGCCAGTATCTGCAGAAATGCAGCTATGATGAACATGCGAAACTGETGCAGGAAGTGACCGATT
TTGCGAAAACCTGCGTGELGGATGAAAGCGCGGCGAACTGCGATAAAAGCCTGCATACCCTGTTITGGLGATAAAL
TETGCGCGATTCCGAACCTGLGLGAAAACTATGGCGAACTGELGEATTGCTGCACCAAACAGGAACCGGAACGC
AACGAATGCTTTCTGCAGCATAAAGATGATAACCCGAGCCTGCCGLCGTTTGAACGCCCGGAAGCGGAAGCGATE
TGCACCAGCTTTAAAGAAAACCCGACCACCTTTATGGGLCATTATCTGCATGAAGTGECGCGCCGCCATCCGTATT
TITATGCGCCGGAACTGCTGTATTATGCGGAACAGTATAACGAAATTCTGACCCAGTGCTGC GLCGGAAGCGGATA
AAGAAAGCTECCTGACCCCGAAACTEGATGGLGTGAAAGAAAAAGCGCTEGGTGAGCAGCGTGCGLCAGCGLATG
AAATGCAGCAGCATGCAGAAATTTGGCGAACGCGCGTTITAAAGCGTGGGCGETEGCGCGCCTGAGCCAGACCTT
TCCGAACGCGGA'I'I'I'I'GCGGAAA'I'I'ACCAAAC.'TGGCGACCGATCTGACCAAAGTGAACAAAGAATGCTGCCAIGG
CEATCTGLTGGAATGCGCGEATGATCGCGCGGAACTGECGAAATATATGTGCGAAAACCAGGCGACCATTAGCA
GCAAACTGCAGACCTGCTGCGATAAACCGCTGCTGAAAAAAGCGCATTGCCTGAGCGAAGTGGAACATGATACCA
TGECCGGECEEATCTGCCGELGATTGCGGCGGATTT TGTGGAAGATCAGGAAGTGTGCAAAAACTATGCGGAAGCG
AAAGATETETTTCTGGGCACCTTTCTGTATGAATATAGCCGCCGCCATCCG GATTATAGCG TGAGCCTGCTGCTGC
GCCTGECGAAAAAATATGAAGCGACCCTGGAAAAATGCTGCGCGGAAGCGAACCCGLCGELETGLTATGGCACT
GTGCTGGCGGAATTTCAGCCGCTGETGGAAGAACCGAAAAACCTGGTGAAAACCAACTGCGATCTGTATGAAAAA
CTGGGCGAATATGGCTTTCAGAACGCGATTCTGGTGCGCTATACCCAGAAAGCGCCGCAGGTGAGCACCCCGACC
CTGGTGGAAGCGGCGOGCAACCTGEGLCGLGTEEGCACCAAATGCTGCACCCTGCCGEAAGATCAGCGCCTGCC
GTECETGGAAGATTATCTGAGCGCGATTCTGAACCGCGTEGTGCCTGCTGCATGAAAAAACCCCGETGAGCGAACA
TETGACCAAATGCTGCAGCGGCAGCCTEETGEAACGCCGCCCGTGCTTTAGCGLGCTGACCEGTGAAAGCGTATAG
CAACTGCTATCCGTATGATGTGCCGGATTATACCTTTCATAGCGATATITGCACCCTGCCG GAAAAAGAAAALCAG
ATTAAAAAACAGACCGOGCTGELGGAACTGETGAAACATAAACCGAAAGCGACCGLGGAACAGCTGAAAACCGT
GATGGATGATTTTGCGCAGTTTCTGGATACCTGCTGCAAAGCGGCGGATAAAGATACCTGCTTTAGCACCGAAGS
CCCGAACCTGETGACCCGCTGCAAAGATGCGCTGGCGETCGAGCACCACCACCACCACCACTGA

Xhol

MEAHKSEIAHRYNDLGEQHFKGLVLIAFSOYLOKCSYDEHAKLVOEVTDFAKTCVADESAANCDESLHTLFGDELCAIP
NLREMYGELADCCTKQEPERNECFLOHKDDNPSLPPFERPEAEAMCTSFKENPTTFMGHYLHEVARRHPYFYAPELLYY
AEQYNEILTOQCCAEADKESCLTPKLDGVKEKA LVESWRORMECSSMOKFGERAFKAWAVARLSQTFPNADFAEITKLAT
DLTKVNKECCHGDLLECADDRAELAKYMCENQATISSKLOTCCDKPLLKKAHCLSEVEHDTMPADLPAIAADFVYEDQEY
CKNYAEAKDVFLGTFLYEYSRRHPDYSVSLLLRLAKKYEATLEKCCAEANPPACYGTVLAEFOPLVEEPKMNLVKTNCDLYE
KLGEYGFOMNAILVRYTOKAPOVSTPTLVEAARNLGRVGTKCCTLPEDQRLPCVEDYLSAILMRVCLLHEKTPVSEHVTECC
SG5SLVERRPCFSALTVKAYSNCYPYDWPDYTFHSDICTLPEKEKQIKKQTALAELVEKHKPKATAEQLKTVMDDFAQFLDTC
CKAADKDTCFSTEGPNLVTRCKDALALEHHHHHH

Xhol




