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Resumen

El sistema de biotina:(estrept-)avidina es uno de los sistemas de marcaje no radioactivos
mas sensibles utilizados en areas de biotecnologia y biologia molecular. Esta tecnologia
es aplicada en el disefo de ensayos de deteccion de antigenos mediante la incorporacion
de biotina a anticuerpos, capaces de reconocer y unirse a un antigeno de interés. En el
presente estudio se evalu6 el marcaje quimico con biotina de dos anticuerpos de dominio
unico (“sdAbs” por sus siglas en inglés) seleccionados en trabajos previos contra histonas
del parésito tripanosomatido Leishmania (Viannia) braziliensis (L. (V.) braziliensis),
principal agente etioldgico causante de leishmaniasis tegumentaria americana (LTA).
Estos sdAbs denominados “S4B1” y “AC10EX” reconocen histonas nativas del parasito
L. (V.) braziliensis en ensayos de Western Blot. La incorporacion del sistema
biotina:(estrept-)avidina en los sdAbs busca reemplazar el sistema de deteccion clésico
basado en dos anticuerpos secundarios por un sistema de deteccion basado en un
conjugado (estreptavidina-HRP). De esta manera, la duracion del inmunoensayo y el uso
de reactivos son reducidos y el procedimiento experimental es simplificado. En este
estudio, se optimizd el marcaje quimico con biotina de ambos sdAbs y se evalud el efecto
de la biotinilacion en su reconocimiento a histonas de L. (V.) braziliensis y del humano.
Los resultados demuestran que el marcaje con biotina del S4B1 modifico su capacidad
de deteccion especifica hacia las histonas del parasito, mostrando reaccion también hacia
las histonas del humano. Por otro lado, el marcaje de ACIOEX no alter6 su
reconocimiento hacia las histonas del parasito y del humano. De modo general, el estudio
sugiere que el marcaje quimico con biotina de sdAbs puede alterar su interaccion con

antigenos posiblemente debido a un incremento en hidrofobicidad.
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Abstract

The biotin:(strept-) avidin system is one of the most sensitives non-radioactive labeling
systems used in biotechnology and molecular biology. This technique is applied in the
design of antigen detection systems by the incorporation of biotin to antibodies, which
are capable of recognizing and binding to a specific antigen. In the present study we
evaluated the chemical labeling with biotin of two single domain antibodies (sdAbs)
selected in previous works against histones of the trypanosomatid parasite Leishmania
(Viannia) braziliensis (L. (V.) braziliensis), the main etiological agent causative of
American Tegumentary Leishmaniasis (ATL). These sdAbs, termed “S4B1” and
“AC10EX” recognize native L. (V.) braziliensis histones in Western Blots. The
incorporation of the biotin:(strept-)avidin system on the sdAbs aims to replace the classic
detection system based on two secundary antibodies for a single conjugate detection
system (streptavidin-HRP). In this way, the duration of the immunoassay and the use of
reagents are reduced and the experimental procedure is simplified. In this study, we
optimized the chemical labeling with biotin of both sdAbs and evaluated the effect of
biotinylation in the recognition of histones from L. (V.) braziliensis and human histones.
The results show that chemical labeling with biotin of S4B1 modified its specific
recognition towards the parasite’s histones. Meanwhile, the labeling of ACI0EX did not
alter its recognition to both the parasite and the human histones. Overall, the results
suggest that chemical labeling with biotin of sdAbs can alter its antigen interaction

possibly due to an increase in its hydrophobicity.
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1 Introduccion

La leishmaniasis es una enfermedad tropical desatendida causada por parasitos del género
Leishmania (1). En Latinoamérica, la enfermedad se presenta como Leishmaniasis
Tegumentaria Americana (LTA), sindrome que comprende a las manifestacines de
leishmaniasis cutanea (LC), leishmaniasis mucocutanea (LMC) y leishmaniasis cutanea
diseminada (LCD), entre otras (2). La especie mas prevalente en la region es Leishmania
(Viannia) braziliensis (1). En el Pert, las zonas geograficas mas afectadas por LTA son
los departamentos de la sierra y de la selva, siendo la mayoria de casos del tipo LC (3).
Actualmente el diagndstico de LTA se basa en una combinacion de caracteristicas
clinicas, datos epidemioldgicos y examenes de laboratorio del paciente debido a que
ninguno de los métodos de diagnéstico posee la sensibilidad y especificidad requerida

para ser la prueba estandar (4-7).

Ante esta problematica persiste la necesidad de desarrollar métodos de diagndstico de
LTA que puedan ser utilizados en los centros primarios de salud de las zonas endémicas
del Peru. Una alternativa para el desarrollo de reactivos de diagndstico de la LTA consiste
en utilizar anticuerpos recombinantes que detecten antigenos de L. (V.) braziliensis con
una alta sensibilidad y especificidad. Dentro de la categoria de anticuerpos recombinantes
destacan los anticuerpos de dominio unico (sdAb) (8). Los sdAbs han sido estudiados
como reactivos prometedores en el diagndstico de enfermedades ya que detectan una
variedad de antigenos (9—11), se pueden expresar como proteinas solubles de 15 kDa
utilizando la tecnologia de ADN recombinante (12) y poseen propiedades biofisicas
destacables como alta solubilidad, alta estabilidad y caracter monomérico (13). Existen
diversos métodos para aislar sdAbs especificos a moléculas blanco a partir de librerias,

siendo la mas utilizada la de phage display (14).

El Laboratorio Patho-antigenos de la Universidad Peruana Cayetano Heredia en
colaboracion con la Universidad de Aarhus, ha trabajado en la seleccion de sdAbs contra
antigenos de Leishmania mediante la técnica de phage display a partir de la libreria
sintética de sdAbs PREDATOR desarrollada por Mandrup et al (2013) (15). En esta linea
de investigacion se desarrolla el proyecto financiado por Innévate Peru “Identificacion y

produccion por phage display de un panel de anticuerpos monoclonales de dominio inico
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para el diagnostico de Leishmaniasis cutdnea en centros de atencion primaria de salud”
(convenio N°148-PNICP-PIAP-2015) en el que se ha logrado seleccionar y caracterizar
dos sdAbs que detectan histonas nativas de L. (V.) braziliensis en inmunoensayos
(Western Blot y ELISA). Sin embargo, los sistemas de deteccion de sdAbs ensayados
hasta la fecha no resultan apropiados para evidenciar la reactividad frente a los antigenos
del parésito por dos razones: 1) la sefial de deteccion es baja (sistemas de conjugados
proteina A-HRP y pentahis-HRP) o 2) el procedimiento experimental resulta extenso y
costoso (sistema de deteccion de dos anticuerpos secundarios: anti c-myc y anti 1gG-
HRP). En este sentido, es necesario evaluar la implementacion de un sistema de deteccion
alternativo que permita detectar la unioén especifica de los sdAbs seleccionados en el

laboratorio hacia las histonas de L. (V.) braziliensis con simplicidad y una sefial alta.

El sistema de deteccion de sdAbs se podria mejorar mediante el sistema biotina:(estrept-
)avidina, el cual se basa en la union de la biotina con las proteinas avidina y
estreptavidina. Este sistema de marcaje no radioactivo se encuentra entre los mas
sensibles en areas de biotecnologia y biologia molecular (16) y destaca porque la biotina
tiene una afinidad muy alta con las proteinas avidina y estreptavidina, con una constante
de disociacion a pH 7 de 0.6 x 103 M y 4 x 107'* M, respectivamente (17). La aplicacion
del sistema biotina:(estrept-)avidina en inmunoensayos se debe principalmente a que
ofrece un incremento en la sefial de deteccion porque permite que varias moléculas de
biotina sean introducidas quimicamente a una molécula de anticuerpo (18). De esta
manera, mas de un conjugado de avidina/estreptavidina unido a una enzima reportera
como la peroxidasa Horseradish (HRP) puede unirse al anticuerpo (avidina-HRP o
estreptavidina-HRP), lo que posibilita que la sefial del sistema de deteccion del ensayo

incremente (19).

La incorporacién del sistema biotina:(estrept-)avidina en los sdAbs busca reemplazar el
sistema de deteccion clasico basado en dos anticuerpos secundarios por un sistema de
deteccion basado en un conjugado (estreptavidina-HRP). De esta manera, la duracion del
inmunoensayo y el uso de reactivos son reducidos, el procedimiento experimental es
simplificado y la sefial de deteccion se puede ver incrementada (en relacion a un sistema

de deteccion de un solo conjugado que detecta una etiqueta directa convencional).



2 Marco teorico

2.1 Sistemas no radioactivos indicadores de biomoléculas

Desde la década de los 90 se ha buscado reemplazar el uso de isétopos radioactivos en la
deteccion de biomoléculas como proteinas y 4cidos nucleicos por sistemas basados en un
marcaje no radioactivo (20). Esto se debe principalmente a que, en comparacion a los
radioisotopos, los grupos de modificacion no radioactivos son estables y su uso no genera
la acumulacion de desechos radioactivos (20,21). De esta manera, el marcaje no
radioactivo resulta en técnicas mas seguras y faciles de realizar debido a que no requieren
de ambientes especificos para el manejo de isdtopos ni de personal entrenado para su

eliminacion (20).

Los sistemas indicadores no radioactivos se basan en la deteccion de biomoléculas blanco
(analitos) mediante el uso de agentes que los reconocen especificamente (sondas) (20,22).
Estas sondas son luego detectadas de manera directa o indirecta en el sistema. Existe una
variedad de pares de union biomolécula-agente utilizados para detectar diferentes analitos

(Tabla 1).

Tabla 1. Principales pares de union biomolécula-agente de union.

1] (& AS D14 D (ANAJ 0 APC CS A€ 0 DNAA

Acidos nucleicos Sondas de acidos nucleicos
Acidos nucleicos Proteinas que se unen a acidos nucleicos
Proteinas Anticuerpos
Glicoproteinas Lectinas
Enzimas Cofactores/efectores/inhibidores
Receptores Metabolitos secundarios
Metabolitos secundarios Anticuerpos

Adaptado de Kessler, 2000 (20)

2.1.1 Clasificacion de sistemas no radioactivos indicadores de biomoléculas

Los sistemas indicadores no radioactivos se pueden clasificar en directos o indirectos (ver
Figura 1). Ambos difieren en el nimero de componentes y por lo tanto en el namero de
pasos requeridos para la reaccion de deteccion (20,22). Los sistemas no radioactivos

directos o indirectos se pueden aplicar tanto a proteinas como a acidos nucleicos.



Sistema directo Sistema indirecto

Grupo reportero

Componente de unién

Grupo de modificacion

Sonda
l l I | | Molécula blanco

Figura 1 Sistemas indicadores no radioactivos directos o indirectos.

Adaptado de Kessler, 2000 (20)

En el caso de los sistemas directos, las sondas estan unidas directamente y mediante un
enlace covalente con un grupo reportero que genera la sefial. Entre los grupos reporteros
mas usados se encuentran los tintes fluorescentes como la fluoresceina y las enzimas

como la Fosfatasa Alcalina (AP) o la peroxidasa Horseradish (HRP) (20).

Por otro lado, los sistemas indirectos requieren de la alteracion de la sonda mediante la
introduccion de un grupo de modificacion particular. Este grupo de modificacion es el
que luego va a ser reconocido a través de una interaccion no covalente adicional por otra

molécula con un grupo reportero (20).

Dado que la presente tesis se enfoca en el marcaje de anticuerpos de dominio unico, en el

siguiente capitulo se abordara el marcaje no radioactivo de proteinas.

2.2 Marcaje no radioactivo de proteinas



De los veinte aminoacidos que conforman las proteinas, solo una porcién de ellos posee
cadenas laterales utiles para la conjugacion con etiquetas. Este grupo estd conformado
por los aminoacidos lisina (Lys), cisteina (Cys), acido aspartico (Asp) y acido glutdmico
(Glu) (23) (Figura 2). Estos cuatro aminoacidos poseen grupos funcionales reactivos bajo
condiciones estdndares acuosas, por lo que la mayoria de reactivos comerciales de

conjugacion se dirigen hacia ellos (23).

HzN \\

SH

COOH

HN

Gly Ala Val Leu lle

Phe Met Trp Pro COOH

Figura 2. Imagen esquematica de una proteina desde una perspectiva de modificacion
quimica.

Los residuos en la mitad superior son apropiados para el marcaje y conforme se avanza en sentido
horario se vuelven menos apropiados. En el centro se muestran aminoacidos no reactivos o que
usualmente no se encuentran expuestos al solvente. Extraido de Garman, 1997 (23).

2.2.1 Reaccion de marcaje en proteinas mediante grupos amino

El grupo funcional mas conveniente y util para el marcaje es el grupo amino primario que
se encuentra en el grupo épsilon amino de la cadena lateral de la Lys y en el extremo N-
terminal (23). Dentro de los agentes mas recomendados se encuentran los ésteres N-

hidroxisuccinimida (NHS) al igual que su forma sulfatada (NHSS) (Figura 3).



O O

o) 0 SO.H
1l il
R-C-0O-N R-C-0O-N
O @)
NHS ester NHSS ester

Figura 3. Estructuras quimicas del éster N-hidroxisuccinimida (NHS) y de su forma
sulfatada (NHSS).

Extraido de Garman, 1997 (23).

Estos agentes son estables y debido a su reactividad con los grupos amino de las proteinas,
los tiempos de reaccion son de tan solo 0.5-2 horas, ademas de encontrarse disponibles

en una variedad de marcas comerciales (23).

2.3 Sistema de biotina:(estrept-)avidina

Entre los sistemas de marcaje no radioactivos mas sensibles y ampliamente aplicados en
el campo de la biotecnologia se encuentra el sistema basado en la union de la biotina con
las proteinas avidina y estreptavidina (llamado también biotina:(estrept-)avidina) (16). La
biotina tiene una afinidad muy alta con las proteinas avidina y estreptavidina, con una
constante de disociacion a pH 7 de 0.6 x 10 M y 4 x 10714 M, respectivamente (17).
Dada esta propiedad, el sistema biotina:(estrept-)avidina es utilizado en la conjugacioén

de moléculas para inmunoensayos y en la hibridacion de acidos nucleicos (24).

La biotina es una molécula pequena de 244.31 daltons (Da). Por su parte, la avidina es
una glicoproteina que contiene cuatro subunidades idénticas de 16.4 kilodaltons (kDa),
dando un peso molecular de aproximadamente 66 kDa (25). Cada subunidad tiene un sitio
de unién a una molécula de biotina y una modificacion de oligosacarido que se encuentra
vinculada a la asparagina (Asn). El alto componente de oligosacaridos consiste
principalmente en manosa y N-acetilglicosamina, por lo que puede interactuar
inespecificamente con cargas negativas, especialmente con las de superficies celulares y
acidos nucleicos (26). Por ejemplo, se ha reportado la union no deseada de la avidina a

lectinas enddgenas que se encuentran asociadas a membranas (27).



Por estas razones, actualmente se suele emplear como conjugado la estreptavidina, que
proviene de la bacteria Streptomyces avidinii. La estreptavidina es una proteina de 60 kDa
que, al igual que la avidina, tiene la capacidad de unirse a cuatro moléculas de biotina por
molécula de proteina (28). Se trata de una proteina no glicosilada de cuatro subunidades,
cada una de 159 aminodcidos. Las dos proteinas tienen un 33% de homologia en su
secuencia y cuatro residuos de triptofano estarian involucrados en los sitios de unién a la
biotina (17). En general, el uso de estreptavidina ocasiona una menor union inespecifica
que la avidina debido a que no presenta carbohidratos. Sin embargo, contiene una
secuencia tripéptidica de Arg-Tyr-Asp (RYD) que puede mimetizar la secuencia de union
de fibronectinas que es Arg-Gly-Asp (RGD), por lo que puede unirse inespecificamente

a integrinas y a receptores de fibronectinas bajo ciertas condiciones (29).

2.3.1 Marcaje quimico con biotina de proteinas

Para la incorporacion de biotina en proteinas, se utilizan derivados de biotina que
contienen porciones reactivas capaces de unirse a determinados grupos funcionales en las
proteinas. A través de esta modificacion denominada biotinilacion, se obtienen proteinas
biotinilados que contienen sitios de union a la avidina/estreptavidina. Los agentes
biotinilantes empleados son relativamente pequefios, por lo que los reactivos no deberian

afectar significativamente las propiedades quimicas y fisicas de la molécula (30).

Un agente de biotinilacion basico consiste en un anillo biciclico con una cadena lateral
de acido valérico de la D-biotina en un extremo y un grupo reactivo en el otro extremo
(Figura 4). La adicion de un “brazo espaciador” entre ambos consiste en uno (X) o dos
(XX) acidos aminohexanoicos que otorgan cierta distancia entre la molécula modificada
y el compuesto de biotina (19). Su funcidon es mejorar la interaccion con la
avidina/estreptavidina, ya que los sitios de unién a biotina son bolsillos que se encuentran
alrededor de 9 A debajo de su superficie. Esta estructura permite que el grupo de biotina
fusionado a la molécula de interés sea mas accesible y se una mejor a los conjugados de

avidina/estreptavidina (31).
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Figura 4. Disefio de un agente basico de biotinilacion.

La estructura consiste en los anillos biciclicos y el acido valérico de la D-biotina ubicados en un
extremo y un grupo reactivo en el otro extremo. También se suele incluir un brazo espaciador
entre ambos. Extraido y traducido al espafiol de Hermanson, 2013 (19)

En general, para la conjugacion de proteinas con biotina se utilizan compuestos derivados
de biotina, biotina-X y biotina-XX (32). Existe una variedad de agentes biotinilantes

capaces de reaccionar con grupos lisil, cisteinil o carbohidratos (33) (Tabla 2).

Tabla 2. Lista de algunos agentes biotinilantes disponibles comercialmente.

Extraido y adaptado de Luna, 2001 (33).

Tipo de Reactivo Proveedor Peso Detalles
reaccion molecular
Especifico para NHS-biotina  Pierce, 341.4 Soluble en DMF o
reaccion con Sigma, DMSO; se debe
aminas Vector Labs mantener todos los
primarias reactivos a -20°C
con un desecante
Sulfo-NHS- Pierce, 443 .4 Soluble en agua
biotina Sigma,
Vector Labs
NHS-LC- Pierce, 454.5 Soluble en DMF o
biotina Sigma, DMSO; brazo
Vector Labs espaciador mejora la

accesibilidad de 1la
biotina unida a Ia
proteina a  las
matrices de afinidad

NHS-SS- Pierce 606.7 Soluble en DMEF;

biotina escindible mediante
reduccion de
disulfuro




2- Calbiochem, 421.3 Soluble en DMF;
Iminobiotina-  Pierce union a la avidina es
NHS sensible al pH
Especifico para lodoacetil- Pierce 510.4 Soluble en DMF o
reaccion con LC-biotina DMSO; reacciona
sulfhidrilos con grupos amino
por encima de un pH
7.5
Biotina-LC- Sigma 479.6 Soluble en DMF;
maleimida reacciona con
grupos amino por
encima de un pH 7.5
Maleimido- Molecular 523.6 Soluble en DMF;
propionil probes, Pierce reacciona con
biocitina grupos amino por
encima de un pH 7.5
Biotina-HPDP Pierce 539.8 Soluble en DMSO;
escindible mediante
reduccién de
disulfuro
Especifico para Biotina-LC- Calbiochem, 258.3 Soluble en agua
reaccion  con hidazida pierce, Vector (hasta 5 mM) y en
carbohidratos Labs DMSO (hasta 50
(oxidados) mM)
Biotina- Molecular 371.5 Soluble en agua
hidrazida Probes, (hasta 5 mM) y en

pierce, Sigma

DMSO (hasta 50
mM)

DMF: dimetilformamida, DMSO:dimetilsulfoxido.



2.3.2 Reaccion de biotinilacion con agentes derivados de ésteres de biotina NHS

La técnica mas simple y utilizada para la biotinilacion de proteinas consiste en utilizar el
¢éster de biotina N-hidroxisuccinimida (NHS-biotina) (34). El NHS-biotina reacciona con
los grupos épsilon amino de las cadenas laterales lisil en las proteinas y forma enlaces
amida (34) (Figura 5). La biotinilacion de las lisinas es un método popular ya que la Lys
es un aminoacido abundante en las proteinas (aproximadamente conforman el <7% de los

residuos de aminodcidos totales en una proteina promedio) (32).

Grupo reactivo Reacciona con Enlace formado
2 % g
(oi)-E-o- Ty | (o) - - D>
4
0 ) ) ) ) Enlace Amida
NHS-Ester/Sulfo-NHS Ester Amina Primaria (residuo de

lisina)

Figura 5. Reaccion de biotinilacién con agentes derivados de ésteres de biotina NHS.

Grupo reactivo NHS-Ester/Sulfo-NHS Ester reacciona con las aminas primarias en los residuos
de Lys y forma un enlace amida (covalente). Extraido y adaptado al espafiol de Thermo Scientific,
2009 (34)

Otro compuesto para la biotinilacion que se encuentra disponible es la sulfo-NHS-biotina,
un analogo al NHS-biotina que contiene un grupo sulfonato cargado en la estructura de
anillo de NHS (34). La sulfo-NHS-biotina y sus derivados (como la sulfo NHS-LC-
biotina) tienen la ventaja de ser solubles en agua por lo que no requieren una disolucion

previa en solventes orgéanicos (19,34) (Figura 6).
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Reaccién de Sulfo-NHS-LC-Biotina con una amina primaria

Figura 6. Reaccion de un agente sulfo NHS-LC-biotina con la amina primaria de una Lys
de una proteina.

El agente sulfo-NHS-LC-Biotina reacciona con la amina primaria de la proteina lo que conlleva
a la biotinilacion de la molécula. Extraido y adaptado al espafiol de Thermo Scientific, 2009

34

2.4 Leishmaniasis

La leishmaniasis es una enfermedad tropical desatendida, causada por parasitos del
género Leishmania transmitida a través de la picadura de mosquitos del género
Phlebotomus, principal vector en el Viejo Mundo y Lutzomyia, principal vector en el
Nuevo Mundo (1). Dependiendo de la especie del parasito y la respuesta inmune del
paciente, la leishmaniasis puede tener tres manifestaciones clinicas: leishmaniasis cutanea
(LC), mucocutanea (LMC) y visceral (LV) (35). La LC se caracteriza por la presencia de
ulceras o nodulos en la piel. Si la enfermedad progresa e invade las mucosas, recibe la
denominacion de LMC, mientras que si se trata de una infeccion visceral sistémica se

clasifica como LV (35).

2.4.1 Epidemiologia de la leishmaniasis

La leishmaniasis es endémica en 98 paises y se estima que 350 millones de personas se
encuentran en riesgo. La incidencia anual es de 2 millones de casos (0.5 millones para
LV y 1.5 para LC) (36). La manifestacion clinica mas prevalente es la LC y se estima que
entre el 70-75% de la incidencia global proviene de solo diez paises: Afganistan, Algeria,
Colombia, Brasil, Iran, Siria, Etiopia, Sudan, Costa Rica y Perti (36). En Latinoamérica,
la enfermedad se presenta como Leishmaniasis Tegumentaria Americana (LTA),

sindrome que comprende a la LC, LMC y otras manifestaciones como la leishmaniasis
11



cutanea diseminada (LCD) (2). Los parasitos que causan LTA pueden ser del subgénero
Leishmania o Viannia. La especie mas prevalente en la region es Leishmania (Viannia)
braziliensis, seguida de Leishmania (Leishmania) amazonensis 'y Leishmania (Viannia

guyanensis) (1).

En el Peru, las zonas geograficas mas afectadas son los departamentos de la sierra y de la
selva, donde hasta setiembre del 2017 se reportaron 4322 casos autdctonos de LC y 331
de LMC, con una incidencia acumulada de 13.58 y 1.04 por 100,000 habitantes,

respectivamente (3)

2.5 Métodos de diagnostico de Leishmaniasis Tegumentaria Americana (LTA)

Hasta la fecha, ningun examen de diagndstico posee la precision requerida para ser
considerada la prueba estdndar de LTA (4-7). Por esta razon, actualmente el diagnostico
de LTA se basa en la combinacion de la informacion dada por las caracteristicas clinicas,
datos epidemioldgicos y examenes de laboratorio (4—7). Las técnicas empleadas para el
diagnostico pueden ser de dos tipos, directo o indirecto. El método directo consiste en la
examinacion del parasito ya sea por microscopia, histopatologia o por cultivos (4).
Mientras que el método indirecto incluye el diagndstico serologico o molecular (4). La
seleccion de la prueba de diagnostico depende de la disponibilidad de infraestructura y

recursos del centro de atencion (6).

2.5.1 Meétodo directo

2.5.1.1 Meétodo parasitologico

La examinacion directa del pardsito mediante tincion de Giemsa suele ser el unico método
disponible en los centros de salud de las zonas endémicas (1). En el Peru, el diagnostico
definitivo de leishmaniasis requiere la demostracion del parasito en forma de amastigote
(en muestras procedentes de lesiones) y/o como promastigote (cuando son aislados de
cultivos) (7). Para la deteccion de amastigotes se utiliza una muestra de la lesion del
paciente obtenida a través de una biopsia, raspado o frotis con tincién de Giemsa (4). Esta
técnica posee la ventaja de ser de bajo costo, sin embargo, posee una sensibilidad variable
(entre el 50-80%) que depende de factores como el tiempo de la lesion y la destreza de la
persona encargada de la lectura de la ldmina (5,37—40). Segun el MINSA, el examen de
diagnostico para leishmaniasis mas utilizado es el basado en el frotis de la lesion (7). La
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muestra para el frotis se obtiene a través de la escarificacion de la superficie o del borde
de la lesion, utilizando un bisturi, un palito de madera o mediante puncion aspirativa (7).
En un estudio realizado en 1997 por Davies et al., la técnica reportd una sensibilidad de

tan solo 4.7% (41).

La deteccion directa puede combinarse con el cultivo in vitro o in vivo para incrementar
la sensibilidad del diagndstico (5). Para el cultivo in vitro se utilizan fases sélidas como
el Neal, Novy, Nicolle (NNN) o medios liquidos como el Schneider’s (5). La sensibilidad
con el cultivo puede variar entre 40-85%, con una especificidad cercana al 100% ya que
el promastigote posee una forma tipica (5,38,40,42,43). No obstante, el manejo de
cultivos requiere de personal técnico entrenado, ademés de demandar tiempo y cuidados
para evitar su contaminacion (6,40,43). Con respecto al cultivo in vivo, este consiste en
la inyeccion de la muestra a animales susceptibles como hamsteres o ratones para la
posterior recuperacion del parasito. Debido a que requiere de una metodologia compleja
e implica riesgos por accidentes de inoculacion, es una técnica que no se suele usar en el

diagnostico (5).

2.5.1.2 Meétodos moleculares

Varias técnicas moleculares han sido desarrolladas para el diagnodstico de leishmaniasis
que se basan en detectar ADN del pardsito mediante una prueba convencional de
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) (44). Los blancos mas utilizados son los
mini circulos de ADN del kinetoplasto (kDNA) y genes del ARN ribosomal (rRNA) (44).
El diagndstico por PCR reporta valores de sensibilidad cercanos al 100% (4,38,45) y
cuenta con una especificidad también elevada, entre el 65% y 100% (38,45). Ademas, la
técnica permite detectar bajas cantidades de parasito en una infeccion (44). Si bien la
técnica de PCR destaca por sus altos valores de sensibilidad y especificidad, su
incorporacion en los centros primarios de salud en las areas endémicas no es viable debido
a sus elevados costos y a sus requerimientos de infraestructura y de personal capacitado

en técnicas moleculares (37,44,46).

2.5.2 Meétodos indirectos
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2.5.2.1 Meétodos serologicos

Entre los métodos seroldgicos utilizados en el diagndstico de LTA se encuentran el
Ensayo de Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) y el Ensayo Inmunoabsorbente vinculado
a Enzima (ELISA). Tanto el IFI como el ELISA se basan en la deteccion de anticuerpos
contra el parasito circulantes en el suero del paciente. En Pert, el método serologico mas
empleado es el IFI, el cual posee una sensibilidad cercana al 70% en lesiones ulceradas
por L. (V.) braziliensis (7). La sensibilidad reportada para las pruebas serologicos es
variable y se han reportado cifras altas mayores al 90% (39,40). No obstante, la principal
desventaja de estas técnicas es que puede presentar reaccion cruzada (falsos positivos) en
casos de otras enfermedades como la Enfermedad de Chagas y Malaria, las cuales

también son prevalentes en las zonas endémicas (5,7).

2.5.2.2 Prueba de Montenegro o leishmanina de piel

La Prueba de Montenegro (abreviada como MST por sus siglas en inglés “Montenegro
Skin Test”) es una técnica que evalua una respuesta inmune celular, por lo que se suele
utilizar en estudios epidemioldgicos para determinar la prevalencia de infeccion (4). La
prueba consiste en la inyeccion intradermal de una solucion de antigenos de
promastigotes (la especie de Leishmania y la preparacion varia en diferentes paises y
laboratorios). La MST ha sido aplicada para el diagnostico de leishmaniasis debido a que
es facil de utilizar y posee una sensibilidad alta de de 86.4-100 % (37,47). No obstante,
los valores de especificidad para la MST son variables (se ha descrito valores desde 57%
al 78%) (38,48), lo cual se deberia a la reaccion cruzada con la enfermedad de Chagas,
micosis subcutaneas y tuberculosis (5). Otra desventaja de esta prueba es que no distingue
entre una infeccion presente y una pasada (4). Por ultimo, el MST requiere de
infraestructura y facilidades para la produccion del antigeno de MST, cuya preparacion

impacta la sensibilidad de la prueba (4).

2.6 Proteinas antigénicas de Leishmania spp

Con la finalidad de mejorar el serodiagnostico de leishmaniasis, se han realizado estudios
para identificar proteinas antigénicas de Leishmania con sueros de canes y humanos con
LV. Los estudios realizados en la década de los 90 identificaron antigenos pertenecientes

a proteinas del pardsito evolutivamente conservadas, entre las que se encontraron

14



proteinas heat shock (HSPs), proteinas ribosomales y proteinas nucleosomales (49). Estas
proteinas fueron agrupadas como “pan-antigenos” por Requena y colaboradores en el
2000 (49), quienes elaboraron la teoria de pan-antigenos para explicar su

inmunogenicidad durante la infeccion con Leishmania.

El reconocimiento de estos antigenos en humanos y animales con leishmaniasis se deberia
principalmente a tres factores: su abundancia como complejos circulantes durante la
infeccion, su estabilidad como particulas nucleoproteicas y su capacidad incrementada de

ser procesadas por células presentadoras de antigeno (APCs) (Figura 7).
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Figura 7. Modelo hipotético de la teoria de inmunogenicidad de los pan-antigenos durante
una infeccion con Leishmania.

R: proteinas ribosomales, H: proteinas heat shock, N: proteinas nucleosomales. DC: células

dendriticas, Mo: macréfagos. Extraido y traducido al espaiiol de Requena et al, 2000 (49)

A pesar de que los pan-antigenos presentan secuencias y funciones conservadas, la
respuesta inmunoldgica de los pacientes seria especifica para las proteinas del parasito ya
que en los estudios citados no se reporta reaccion contra las proteinas del hospedero. Se
hipotetiz6 que esto se deberia a que se estarian reconociendo las regiones mas divergentes

de las proteinas. Esta idea fue apoyada por los estudios de mapeo de determinantes
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antigénicos de las histonas H2A, H3, H2B y H4 de L. infantum realizadas por Soto y
colaboradores (50-52).

Las histonas son una familia de proteinas estructurales importantes en la organizacion y
funcion del ADN dentro de los ntcleos de los eucariontes. Existen cinco clases
principales de histonas denominadas H1, H2A, H2B. H3 y H4. Todas son ricas en
aminoacidos basicos cargados positivamente que interactian con los grupos fosfato

cargados negativamente del ADN (53).

Las histonas de los tripanosomatidos se encuentran entre las mas divergentes dentro del
grupo de eucariotes (incluyendo a otros protozoarios). La diferencia en la secuencia se
encuentra principalmente en los dominios N-terminales (54,55). Ademas de los estudios
de Soto y colaboradores con las histonas de L. infantum, se ha reportado que tanto la
histona H2B entera como la porcién amino-terminal son reactivos con sueros de pacientes

con LV (56).

En el caso de especies de Leishmania del Nuevo Mundo, los estudios son mas escasos.
La histona H2B de L. peruviana ha sido reportada como antigénica con sueros de
pacientes con LTA (57), al igual que la histona H1 de L. (V.) braziliensis (58). La
informacion descrita sugiere que las histonas de L. (V.) braziliensis serian buenos
candidatos a antigenos y se podrian utilizar para seleccionar anticuerpos especificos para

proteinas del parasito que no muestren reaccion cruzada con las del hospedero.

2.7 Anticuerpos de dominio unico (sdAbs)

Ademas de los anticuerpos convencionales de cuatro cadenas polipeptidicas, existen
anticuerpos compuestos solo de cadenas pesadas (HCAbs) producidos naturalmente por
camélidos y peces cartilaginosos (59,60). Los HCAbs reconocen el antigeno por un tinico
dominio que estd unido al dominio Fc. El dominio variable se denomina VHH en
camélidos, V-NAR en tiburones y, de manera mas general, nanocuerpo o anticuerpo de

dominio tnico (sdAb) (8).

Los sdAbs se pueden expresar de manera recombinante como proteinas solubles de 15
kDa utilizando la tecnologia de ADN recombinante (12). Estos anticuerpos poseen

propiedades biofisicas que las hacen mas favorables en comparacion a otros fragmentos
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de anticuerpos tales como los fragmentos que se unen al antigeno (Fab) y los fragmentos

de cadena simple variante (scFv) (60) (Figura 8).

scFv Dominio VH
(~55 kDa) (~28 kDa) (~15 kDa)

Figura 8 Formatos de anticuerpos recombinantes mas comunes.

Se utilizan diferentes fragmentos de las inmunoglobulinas (IgG) en formato de anticuerpo
recombinante. Los mas comunes son los fragmentos que se unen al antigeno (Fab), los
fragmentos de cadena simple variante (scFv) y el dominio variable de la cadena pesada o

anticuerpo de dominio tinico (Dominio VH o sdAb). Extraido de Mandrup et al (2013) (15).

Entre las propiedades biofisicas destacables de los sdAbs se encuentra su alta solubilidad
y estabilidad y su cardcter monomérico (13). Ademas, existen diversos métodos para

aislar sdAbs especificos a moléculas blanco a partir de librerias, siendo la mas utilizada

la de phage display (14).
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2.8 Técnica de phage display para la produccion de sdAbs

La técnica de phage display permite producir anticuerpos recombinantes, incluyendo a
los sdAbs, como moléculas fusionadas a la proteina de cubierta plIl del bacteriofago
filamentoso M13 (61). De esta manera es posible obtener fagos que expresan el sdAb
conjuntamente con las proteinas de cubierta y, en este sistema, cada fago representa un
determinado sdAb (fago-sdAb) segin la secuencia que contiene (62,63). Para ello, se
realiza la fusion del gen que codifica al sdAb con el gen de la proteina plIl del fago
filamentoso en un plasmido denominado fagémido, el cual posee un origen de replicacion
fago f1 (64). El fagémido es luego usado para transformar bacterias E. coli, sin embargo,
para la produccion de los fagos se requiere también de una infecciéon con un fago
cooperador (64). De esta manera se produciran diferentes fagos-sdAbs y, mediante
procesos de selecciones basados en la afinidad de union al antigeno de interés y en ciclos

de biopanning, los sdAbs expuestos en los fagos pueden ser secuenciados e identificados

(61).

2.9 Libreria sintética de sdAbs PREDATOR

La libreria PREDATOR es una libreria sintética de sdAbs desarrollada por Mandrup et al
(2013) (15) en el departamento de Ingenieria de la Universidad de Aarhus (Dinamarca).
Esta libreria se caracteriza por ser generada a partir del scaffold HEL4, un dominio VH
de origen humano estudiado por Jespers et al en el 2004 (65). HEL4 tiene propiedades
similares a las de VHH de camélido como alta solubilidad, estado monomérico,
resistencia a la agregacion y también se puede expresar de manera recombinante en E.
coli (65). Esta libreria de fagos-sdAbs se genero a partir de la transformacion de bacterias
E. coli TG1 con el fagémido PREDATOR Yy la infeccion con el fago cooperador KM13
(Figura 9).
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Figura 9. Mapa del vector de la libreria PREDATOR.

En la parte superior de la imagen se muestra una ampliacion de la region que codifica al sdAb y
algunos sitios de restriccion tnicos alrededor de las regiones CDRs. Extraido de Mandrup et al,

2013 (15)

Los sdAbs cuentan con tres regiones denominadas regiones determinantes de la
complementariedad (CDRs): CDR1, CDR2 y CDR3. Estas regiones son las que se unen
al antigeno mediante interacciones no covalentes de algunos aminoacidos, por lo que se
dice que las CDRs determinan la especificidad de unién del anticuerpo (12). La diversidad
de la libreria (aproximadamente 6.2 x 107 clonas tinicas funcionales) se genero a partir de
aleatorizaciones en 4 posiciones en la region CDR2 y en 7 posiciones en la region CDR3.
La region CDRI y el resto de la secuencia del anticuerpo no fueron modificadas debido
a que se determind previamente que afectan el plegamiento o la tendencia a la agregacion
del anticuerpo, sobretodo la region CDRI1 que es critica para las caracteristicas de
plegamiento del HEL4 (15). Luego de procesos de seleccion, algunos sdAbs fueron

expresados como proteinas solubles mediante la clonacion de las secuencias de sdAb al
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vector de expresion pET-22b y la posterior transformacion de bacterias BL21 Gold para

la produccioén de la proteina.

2.10 Aplicacion de los sdAbs para el diagnostico de enfermedades

Los sdAbs han sido estudiados como herramientas prometedoras en el desarrollo de
técnicas de diagndstico basadas en anticuerpos ya que detectan especificamente una
variedad de antigenos. Existen numerosos reportes que evidencian su capacidad de
detectar antigenos relacionados a céancer y enfermedades infecciosas como la

tripanosomiasis humana africana, esquistosomiasis y cisticercosis (9—11).

2.11 Estudios previos de sdAbs para el diagndstico de LTA

El Laboratorio Patho-antigenos de la Universidad Peruana Cayetano Heredia en
colaboracion con la Universidad de Aarhus ha trabajado en la seleccion de sdAbs contra
antigenos de Leishmania mediante la técnica de phage display a partir de la libreria
sintética de sdAbs PREDATOR desarrollada por Mandrup et al (2013) (15). Para la
expresion del sdAb como proteina soluble se cuenta con un vector pET-22b(+) (66)
modificado que contiene en el extremo C-terminal dos etiquetas: 1) una etiqueta c-myc y

2) una etiqueta de 6 histidinas (6xHis-tag).

Entre los primeros trabajos del grupo Patho-antigenos se encuentra el realizado por
Castrillon C y Guillén A (resultados no publicados) en el que se selecciond un sdAb
contra la histona recombinante H2B de L. (V.) braziliensis denominado AC10EX. El
sdAb ACI0EX fue caracterizado en ensayos de ELISA y Western Blot como parte del
proyecto “Identificacion y produccion por phage display de un panel de anticuerpos
monoclonales de dominio Unico para el diagndstico de Leishmaniasis cutanea en centros
de atencion primaria de salud” (convenio N°148-PNICP-PIAP-2015) financiado por

Inndvate Peru.

La principal limitacion de este sistema de sdAbs fue la baja sefial de deteccion obtenida
con el conjugado Proteina A-HRP en los inmunoensayos (Tesis de Licenciatura de
Guillén A, a ser presentada). Los conjugados de proteina A son utilizados para detectar
sdAbs porque presentan union a ciertos fragmentos de la region Fab de la IgG (15). No

obstante, la fuerte afinidad entre estas dos proteinas esta dada por la interaccion de los
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cinco dominios homologos de la proteina A con la region Fc de la IgG, la cual no esta
presente en los sdAb (67). Esto explicaria la baja sefial de deteccidon en los inmunoensayos
con el sdAb AC10EX y la histona H2B de L. (V.) braziliensis, por lo que se concluyd que

el uso de este conjugado no es el adecuado.

Por otro lado se tiene el trabajo realizado en el 2017 por Aroni A (68) en el que utilizando
la misma libreria de sdAbs PREDATOR, se seleccionaron sdAbs contra el estadio
amastigote de Leishmania. El sistema de deteccion de los sdAbs se baso en el uso del
anticuerpo secundario penta his-HRP (ELISA) y los anticuerpos secundarios anti c-myc
y anti [gG-HRP (Western Blot). Con el penta his-HRP los valores de absorbancia en los
ELISAS también fueron bajos. Mientras que, si bien el sistema basado en los anticuerpos
secundarios anti c-myc de raton y anti IgG-HRP logré amplificar la sefial de deteccion,
aumento el nimero de pasos en el procedimiento experimental. Esto ocasiona que la
duracién y complejidad del ensayo también se vea incrementada, caracteristicas que
hacen que la técnica sea inviable en los centros de salud de las zonas endémicas de LTA,

que es hacia donde se apunta la tecnologia de sdAbs.

A partir de resultados mas recientes del proyecto financiado por Inndvate, se ha
identificado un sdAb denominado “S4B1” seleccionado mediante phage diplay contra
histonas nativas de L. (V.) braziliensis. Este sdAb destaca por su reactividad alta y
especifica a histonas del parasito en ensayos de Western Blot y ELISA, sin mostrar

reaccion cruzada con histonas del humano (resultados no publicados).

En resumen, el grupo de investigacion cuenta con sdAbs cuyas propiedades podrian ser
de utilidad en el diagnostico de LTA. Sin embargo, ninguno de los sistemas de deteccion
de los sdAbs ensayados hasta la fecha (proteina A-HRP, penta his-HRP y anti c-myc y
anti IgG-HRP) resulta apropiado para evidenciar su reaccion contra las histonas del
parasito L. (V.) braziliensis. En este sentido, es necesario evaluar la implementacion de
un sistema de deteccion alternativo que permita detectar la union especifica de los sdAbs
seleccionados en el laboratorio hacia las histonas de L. (V.) braziliensis con simplicidad

y alta sefial.
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2.12 Sistema de deteccion de anticuerpos basado en la interaccion biotina:(estrept-)
avidina
La interaccion altamente especifica entre la avidina/estreptavidina y la biotina ha
permitido su aplicacion en inmunoensayos, sobretodo en el campo de inmunodiagndstico
(69). Esta tecnologia es empleada en el disefio de ensayos de deteccion de antigenos
mediante la incorporacion de biotina a anticuerpos, capaces de reconocer y unirse a un
antigeno en particular (19). La aplicacion del sistema biotina:(estrept-)avidina en
inmunoensayos se debe principalmente a que ofrece un incremento en la sefial del ensayo,
dado que varias moléculas de biotina pueden ser introducidas quimicamente a una
molécula de anticuerpo (18). De esta manera, en el paso de deteccion del anticuerpo mas
de un conjugado de avidina/estreptavidina unido a una enzima reportera como la
peroxidasa Horseradish (HRP), es capaz de unirse al anticuerpo (avidina-HRP o
estreptavidina-HRP). Esta caracteristica posibilita que la sefial del sistema de deteccion
del ensayo sea mayor al de uno basado en un anticuerpo con una etiqueta directa

convencional (19).

2.12.1 Biotinilacion de anticuerpos

Una inmunoglobulina IgG tipica de humano contiene alrededor de 120 cadenas laterales
de Lys (Figura 10Figura 10) (23). A menos que los residuos de Lys mas reactivos se
encuentren en el sitio de union al antigeno, la capacidad de union del anticuerpo no

deberia verse afectada (23).
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Figura 10. Grupos amino primarios de una inmunoglobulina G de humano.

Se muestran los grupos amino primarios de las Lys en circulos negros. Extraido de Garman, 1997

23).

2.12.2 Biotinilacion de sdAbs

Los estudios que emplean sdAbs biotinilados seleccionados mediante phage display
hacen uso de la biotinilacion in vivo (70-75). La técnica se basa en la adicion de una
secuencia peptidica denominada Avitag al sdAb. El péptido consiste en un dominio
aceptor de biotina (BAD) de 15 aminoacidos (GLNDIFEAQ(K™M)IEWHE) que puede ser
biotinilado de manera sitio-especifica en el residuo lisil por la biotin ligasa de E. coli

(BirA) (76) (Figura 11).
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Figura 11. Representacion esquematica de la biotinilacion enzimatica por BirA.



Una molécula de biotina (o un derivado) es unido covalentemente a un residuo de Lys ubicado en
el centro de la secuencia Avitag por accion de la enzima BirA. La secuencia nucleotidica de la
proteina de interés debe estar en el mismo marco de lectura que la etiqueta Avitag. Extraido de

Griaslund et al, 2017 (76).

En la naturaleza, la ligasa BirA cataliza la transferencia de una biotina al grupo amino
epsilon de una Lys especifica ubicada en la proteina carrier biotina-carboxil (BCCP),
subunidad de la carboxilasa acetil-coA (77). Sin embargo, el estudio realizado por Beckett
et al (78) determind la secuencia mas corta requerida para una biotinilacion catalizada por
BirA la cual se denomin6 Avitag. De esta manera, si una proteina de interés es fusionada
al Avitag y co-expresada in vivo con la BirA, la proteina puede ser biotinilada. La proteina

también puede ser biotinilada in vitro mediante la incubacion con la BirA purificada (79).

Con esta técnica se han obtenido sdAbs biotinilados contra procalcitonina humana (74) y
los virus de la influenza H3N2 (72), H7N2 (75), H5N1 (71). La metodologia consiste en
la subclonacion del gen codificante del sdAb en un plasmido vector que contiene la
secuencia para un dominio aceptor de biotina (BAD). Luego, este plasmido se utiliza para

cotransformar las bacterias con un plasmido para la expresion inducida del gen BirA.

24



3 Justificacion del estudio

El marcaje quimico con biotina de sdAbs permitird el ahorro econdémico y la
simplificacion de pasos en la realizacion de inmunoensayos dirigidos a la deteccion
especifica de histonas del parasito L. (V.) braziliensis. Esto se debe a que permite que el
sdAb sea detectado directamente con un conjugado reportero, como la estreptavidina-
HRP. El sistema basado en la interaccion biotina:estreptavidina reemplazard la técnica
clasica que requiere dos anticuerpos secundarios para la deteccion de sdAbs. De esta
manera, se podra optimizar el uso de sdAbs como potenciales herramientas de diagndstico

de LTA en centros de salud de las zonas endémicas del Pert.

Otra ventaja del marcaje quimico con biotina de sdAbs yace en que puede incrementar la
sefial de deteccion de sdAbs en inmunoensayos. Esto se debe a que permite la union
covalente de mas de una molécula de biotina a los sdAbs, lo que incrementa los sitios de
union a los conjugados reporteros. Ademads, esta interaccion cuenta con una alta afinidad,

que se encuentra en el rango aproximado de 0.4 x 105 M (17).

Por ultimo, la idea de evaluar este sistema de marcaje en sdAbs cuenta con originalidad
pues no ha sido ensayada hasta la fecha. Con el presente estudio se evaluara si el marcaje
quimico con biotina es aplicable a los sdAbs y si tiene efectos en el reconocimiento de
sus antigenos (histonas de L. (V.) braziliensis e histonas humanas) en ensayos de Western
Blot. Los resultados aportaran en el estudio de conjugacion quimica de sdAbs destinados

a inmunoensayos.
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4 Objetivos
4.1 Objetivo general

e Detectar las histonas nativas de L. (V.) braziliensis en ensayos de Western Blot
mediante anticuerpos de dominio Unico biotinilados como parte del desarrollo de

reactivos de diagndstico de leishmaniasis cutanea

4.2  Objetivos especificos

e Obtener soluciones puras de los sdAbs AC10EX y S4B1 aptas para el marcaje
quimico con biotina

e Extraer histonas nativas de L. (V.) braziliensis en estadio promastigote e histonas
humanas para su utilizacidon como antigenos en ensayos de Western Blot

e Aplicar el marcaje quimico con biotina a los sdAbs AC10EX y S4B1

e Evaluar la reactividad de los sdAbs AC10EX y S4B1 marcados con biotina frente
a las histonas nativas de L. (V.) braziliensis y las histonas humanas en ensayos de

Western Blot y compararla con el método clasico de sdAbs no marcados
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5 Materiales y métodos

5.1 Flujograma de estudio

El flujograma de la Figura 12 resume los procesos realizados en el presente estudio. Cada

proceso es descrito detalladamente en la seccion de Materiales y métodos.

Obtencion de sdAbs aptos
para el marcaje quimico
con biotina

Obtenciéon de histonas de
L. (V.) braziliensis e
histonas humanas

Evaluacion de la reactividad
de los sdAbs marcados con
biotina en Western Blot

Figura 12. Flujograma de estudio

—

——

Produccién de sdAbs en E. coli BL21 Gold

Purificacion de los sdAbs con resina Ni-NTA

Purificacion de sdAbs con filtros para
centrifugacion

Marcaje quimico de los sdAbs

Promastigotes de L. (V.)

braziliensis cepa M2904 ‘ ‘ RAMGS el

Y " 4

P s

‘ Extraccion dcida de histonas

4

’ Verificacion por SDS-PAGE al 18% ’

Western Blot frente a las histonas nativas de L. (V.)
braziliensis y las histonas humanas

sdAbs marcados sdAbs no
con biotina marcados
[ Comparacién ]
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5.2 Transformacion de células E. coli BL21 Gold con el plasmido de expresion
bacteriana pET-sdAb
Para la expresion de la proteina soluble en un sistema bacteriano adecuado se
transformaron células quimiocompetentes E.coli de la cepa BL21 Gold con 150 ng del
plasmido de expresion bacteriana, vector pET-22b+ (66), que contiene el gen del sdAb
de interés. Los plasmidos para la produccion de los sdAbs ACI0EX y S4Bl ya se
encontraban disponibles en el laboratorio. Las células fueron colocadas en hielo, se
adiciono 1 pl de la solucidn de plasmido y se dejo incubando en hielo por 20 minutos. Se
realizd un shock térmico incubando las células en un bafio maria a 42°C por 45 segundos
y colocandolas nuevamente en hielo por 2 minutos. Se agregd 950 ul de medio LB, se
mezcld suavemente y se incubd a 37°C en agitacion por 1 hora. Posteriormente, las
células fueron centrifugadas, el pellet fue resuspendido en 200 pul del sobrenadante y se
sembro6 en una placa TYE con ampicilina (100 pg/ml). Se realizé el mismo procedimiento
excluyendo la adicion del plasmido para comprobar que efectivamente el medio con
ampicilina elimina a las bacterias que no contienen el plasmido (control negativo).
También se sembraron bacterias BL21 Gold quimiocompetentes en una placa TYE sin
ampicilina (100 pg/ml) para comprobar de que el stock de bacterias quimiocompetentes
era viable (control positivo). Las placas se incubaron durante toda la noche a 37°C y

posteriormente se guardaron a 4°C.

5.3 Expresion y purificacion del sdAb con resina Ni-NTA

El sistema de expresion del sdAb se basa en el promotor T7/lac, en el que la induccioén
requiere de isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG). Se inoculdé una colonia de
bacterias E. coli BL21 Gold transformadas con el plasmido pET-sdAb en 3 ml de medio
2xTY con ampicilina (100 pg/ml) y se incub6 a 37°C en agitacion durante toda una noche.
Al dia siguiente, se transfirid 2 ml del cultivo del dia anterior a 200 ml de medio TB con
ampicilina (100 pg/ml) y se incubd a 37°C, en agitacion hasta alcanzar un ODgoo entre
0.4-0.6, momento en que se indujo la expresion del sdAb mediante la adicion de IPTG a
una concentracion final de 1 mM. El cultivo se incubd a 30°C durante 18 horas. La

purificacion del sdAb se adapto de protocolos de QIAGEN (80).

Dado que el sdAb cuenta con una sefial que lo envia al periplasma, su purificacion se

realizd a partir del sobrenadante. El cultivo fue centrifugado a 4000xg por 20 minutos y
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se purifico el sdAb mediante cromatografia de afinidad con resina de Ni-NTA utilizando
una gradiente de elucion de imidazol. La pureza de las fracciones y los eluatos del sdAb

fue evaluada mediante un SDS-PAGE al 15% y tincion de Coomassie Brilliant Blue.

5.4  Purificacion del sdAb con filtro para centrifugacion

La biotinilacién de los sdAbs requirid obtener soluciones puras de las proteinas en un
buffer libre de aminas, como el PBS. Para ello, se juntaron los eluatos con mayor cantidad
de proteina (en el caso del sdAb S4B1 los E5-6, y para el sdAb ACI0EX los E5-7) y se
procedié a la purificacion con un filtro para centrifugacion Amicon Ultra-15 con cortes
de peso molecular (MWCO) de 30 kDa y 3kDa. El procedimiento se bas6 en los sugerido
por el proveedor (Merck, Alemania). Se adicion6 la muestra de proteina y buffer de PBS
al dispositivo de 30 kDa siendo el volumen final 8 ml. Se centrifug6 a 5000 x g por 20
minutos, nuevamente se adicion6 PBS y se centrifugd. El liquido filtrado
(aproximadamente 12 ml) se adiciond al dispositivo de 3 kDa y se centrifugd a 5000 x g
por 60 minutos. Se volvié a adicionar PBS y se centrifug6. Finalmente, se recuper6 la
muestra de proteina concentrada (0.5-0.6 ml) del dispositivo y se evalud la pureza de las

fracciones con un SDS-PAGE al 15%.

5.5 Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sodico (SDS-PAGE)

Las muestras de proteinas fueron resuspendidas en el tampon Laemmli SDS (1:2) y
denaturadas a 95°C por 5 minutos. Se cargaron las muestras en un gel de poliacrilamida
con una fase resolving al 15% o 18% (para muestras de sdabs o histonas, respectivamente)
y una fase stacking al 3%. La corrida se realiz6 con una fuente de poder (BioRad) a 200
V por una hora. Posteriormente, el gel fue retirado del sistema, lavado con agua destilada
y tefiido con una solucién de Coomassie Brilliant Blue durante 40 minutos. El gel se

destifid en agua destilada por 14h-16h.

5.6 Marcaje con biotina del sdAb

Se utilizo el kit comercial de conjugacion con biotina de anticuerpos “Biotin (type B)
Conjugation Kit (ab102867)” (Abcam, Estados Unidos). La reaccion quimica del marcaje
esta dirigida a las aminas primarias en los residuos de Lys y en el extremo N-terminal de
la proteina blanco. El kit esta optimizado para IgGs de 150 kDa en términos de MR

biotina/IgG (81). La cantidad sugerida para la reaccion fue de 100 pug (para un IgG
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estandar). Sin embargo, dada la diferencia de peso molecular entre un IgG estdndar y un
sdAb (150 kDa vs 15 kDa), se utiliz6 solo 50 pg de sdAb para cada reaccion. Se adiciond
1 ul del reactivo Modificador por cada 10 pl de anticuerpo a ser marcado y se mezcld con
delicadeza. Luego, se afiadio esta mezcla al vial de biotina liofilizado y se resuspendio
gentilmente dos veces con la pipeta. La muestra se guardd a temperatura ambiente
protegida de la oscuridad por 4 horas. Finalmente, se adiciono 1 pl del reactivo Apagador
por cada 10 pul de anticuerpo y se resuspendi6 suavemente. El sdAb fue incubado por

media hora a temperatura ambiente y se guardo a 4°C.

5.7  Produccion in vitro de promastigotes de L. (V.) braziliensis

El cultivo de promastigotes de L. (V.) braziliensis cepa M2904 (MHOM/BR/75/M2904)
se basod en lo descrito por Aroni A (68). Se transfiridé 100 ul de un cultivo de promastigotes
de L. (V.) braziliensis en medio bifasico, el cual consiste en agar de sangre de conejo y
medio 199 (M199; Sigma), a tres frascos de cultivo celular con 5 ml de medio M199
suplementado con 10% de suero fetal bovino (SFB), L-glutamina al 1%, penicilina a 100
unidades/ml y estreptomicina a 100 pg/ml (Sigma Aldrich, Estados Unidos). Se dejo
crecer los cultivos por cuatro dias en una incubadora a 24°C. Se junt6 el contenido de los
tres frascos, se precipitaron las células a 1811 x g por 10 minutos y se resuspendio en 1
ml de M199-10% SFB. El nimero de parasitos por ml fue estimado utilizando una camara

de Neubauer y la siguiente formula:

Y. parasitos en cada cuadrante

2 + 10% « Factor de dilucion

N° de parasitos/ml =

Se empled una dilucion 1/200 del cultivo resuspendido en PBS 0.01 M a pH 7.4. El cultivo
fue amplificado a 50 ml de M199-SFB 10% con una poblacion inicial de 3 millones de
parasitos por ml. Se dejo crecer por 4 dias, luego de lo cual se volvid a realizar el
procedimiento de centrifugacion, resuspension y conteo de células; esta vez utilizando
una dilucién 1/100 del cultivo resuspendido. Por ultimo, el cultivo fue nuevamente
amplificado a dos frascos de cultivo celular siguiendo la metodologia descrita, también

con una poblacion inicial de 3 millones de parasitos por ml.

5.8 Extraccion de histonas nativas de promastigotes de L. (V.) braziliensis y de
histonas de humano
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Se siguid el protocolo de extraccion de histonas descrito por Schechter et al. (82) con
algunas modificaciones. Para la extraccion de histonas de L. (V.) braziliensis, el cultivo
de promastigotes fue centrifugado a 1811 x g por 10 minutos para precipitar las células.
El pellet fue lavado con 15 ml de PBS 0.01 M a pH 7.4 y nuevamente centrifugado a 1811
x g. Se descart6 el sobrenadante y se congelo el pellet a -20°C hasta el dia siguiente. En
el caso de la extraccidon de histonas humanas, se contaba con células mononucleares de
sangre periférica (PBMCs) de humano congeladas aisladas a partir de un protocolo
estandar (83). Las muestras provinieron del proyecto SIDISI 64224 titulado
“Identificacidon y produccion por phage display de un panel de anticuerpos monoclonales
de dominio Unico para el diagndstico de Leishmaniasis cutdanea en centros de atencion
primaria de salud” el cual cuenta con aprobacion para su uso por el Comité Institucional
de Etica en Investigacién con Humanos de la UPCH. El pellet fue descongelado y
resuspendido en 1 ml de buffer de lisis hipotonico (10 mM Tris-HCI pH 8.0, 1 mM KCl,
1.5 MgCl, y I mM DTT) y se transfiri6 a un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml. Se incub6
en hielo durante 30 minutos en una mesa giratoria para promover la lisis hipotonica de
las células y se precipit6 el nucleo con una centrifugacion a 10, 000 x g por 10 minutos a
4°C. El nucleo fue resuspendido en 600 pl de H2SO4 0.4 N y agitado con un vortex por
media hora. Se incub6 en hielo en una mesa giratoria por media hora y se guardé a 4°C
hasta el dia siguiente. Se centrifugé a 16, 000 x g por 10 minutos para remover el debris
nuclear. Se transfirio el sobrenadante a un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml y se
adicion6 TCA (4cido tricloroacético) a una concentracion final de 33%, invirtiendo el
tubo varias veces para mezclar bien la solucion. Se incubd en hielo en una mesa giratoria
por media hora y se guard6 a 4°C hasta el dia siguiente. Las histonas fueron precipitadas
mediante una centrifugacion a 16, 000 x g por 10 minutos a 4°C y lavadas con acetona
fria para remover el acido de la solucién (este paso se realizdo dos veces). El pellet
resultante, el cual contiene a las histonas, se dejo secar a temperatura ambiente por 20

minutos y finalmente fue resuspendido en 100 pl de agua libre de nucleasas.

5.9 Estimacion de los MW de las histonas

La estimacion de los pesos moleculares de las histonas se basoé en un protocolo estandar
(84). Brevemente, se midi6 la distancia de migracion de cada banda estdndar del marcador

de peso molecular “Pink Plus Prestained Protein ladder” (CleaverScientific) y del frente
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de corrida. Se utilizaron estos valores para calcular la distancia relativa (Rf) de cada banda

con la siguiente formula:

distancia de migracion de cada banda estandar

distancia de migracion del frente de corrida

Se realiz6 un grafico de dispersion de datos del log (MW) en funcion a Rf. A partir del
grafico se generd la ecuacion y = mx + b y esta fue utilizada para calcular el MW de las
proteinas de las muestras. Los graficos realizados para hallar la ecuacion y los calculos

de MW se detallan en la seccion de Anexos (Anexo 5 - Anexo 24).

5.10 Western Blot de los sdAbs y sdAbs-btn contra histonas nativas de L (V.)
braziliensis y de humanos

5.10.1 Transferencia de los antigenos a membrana de nitrocelulosa

Se realizd6 un SDS-PAGE de muestras de histonas nativas de L. (V.) braziliensis y de
humano (0.5 pg por pozo) como se describi6 previamente. Las proteinas se transfirieron
a una membrana de nitrocelulosa mediante una electrotransferencia a 100 V por 60
minutos en el tampon Towbin (Tris 25 mM, glicina 192 mM y metanol al 20%) (85). Se
comprobo la transferencia a la membrana con una tincién con solucion de Ponceau-S. La
membrana se lavd con agua destilada para remover el tinte y se bloqueé con BSA 3% a

4°C durante toda la noche.

5.10.2 Incubacion con el anticuerpo primario (sdAbs o sdAbs-btn)

Luego del bloqueo con BSA durante toda la noche se lavo la membrana tres veces con
PBS y se incub6 durante una hora y media con el sdAb (sdAb o sdAb-btn) diluido en

BSA 1.5%. Posteriormente, la membrana se lavo tres veces con PBST-0.05%.

5.10.3 Incubacion con los anticuerpos secundarios o con los conjugados

5.10.3.1 Sistemas de deteccion de sdAbs de un solo conjugado: penta his-HRP y
proteina A-HRP
Primero se ensayaron dos sistemas de deteccidon basados en un solo conjugado
previamente utilizados en trabajos del laboratorio: penta his-HRP y proteina A-HRP.
Estos sistemas consisten en la incubacion de la membrana por 1 hora con el anticuerpo
secundario penta his-HRP (Qiagen, Alemania) (1:4000) o con el conjugado proteina A-
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HRP (1:2000), respectivamente. Posteriormente, se lavd la membrana tres veces con

PBST-0.05% y se procedid con el revelado de la reaccion.

5.10.3.2 Sistema de deteccion de sdAb con anti c-myc y anti IgG-HRP

Dado que el sistema de deteccion de sdAbs de un solo conjugado no fue el més 6ptimo
para evaluar la reactividad de los sdAbs, se evaluo la deteccion con los anticuerpos
secundarios anti c-myc y anti IgG-HRP. Se incub6 la membrana con el anti c-myc
(Abcam, Estados Unidos) (1: 3000) durante 1 hora y se lavo la membrana tres veces con
PBST-0.05%. Luego, se incubd la membrana con el anti [gG-HRP (Abcam, Estados
Unidos) (1: 20 000). Se lavo la membrana tres veces con PBST-0.05% y se procedié con

el revelado de la reaccion.

5.10.3.3 Sistema de deteccion de sdAb-btn

La deteccion de los sdAbs-btn se realizo con el conjugado estreptavidina-HRP. Se incubo
la membrana con la estreptavidina-HRP (Thermo Scientific, Estados Unidos) (1: 10 000)
durante 1 hora y se lavo tres veces con PBST-0.05%. Luego, se procedid con el revelado

de la reaccion.

5.10.4 Revelado de la reaccion

La membrana se coloc6 en una mica de plastico. Se cubrio la superficie de la membrana
durante 2 minutos con el sustrato quimioluminiscente para la enzima HRP “Pierce ECL”
(Thermo Scientific, Estados Unidos), que consiste en una mezcla de soluciones de
luminol y peroxido de hidrogeno (1:1). Se expuso la membrana con una pelicula de

autorradiografia y la reaccion fue detectada en un cuarto oscuro.
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6 Resultados
6.1 Purificacion de los sdAbs con resina Ni-NTA

Se obtuvieron seis y siete eluciones del sdAb S4B1 y AC10EX, respectivamente, en la
purificacion con resina Ni-NTA a partir de células E. coli BL21 Gold transformadas. La
pureza de las eluciones se verificé con un SDS-PAGE al 15% seguido de una tincion con
solucion de Coomassie Brilliant Blue. En ambos casos, la proteina mas abundante
corresponde a la banda de aproximadamente 15 kDa, peso molecular esperado para los
sdAbs de la libreria PREDATOR. La mayor concentracioén del sdAb se obtuvo en las dos
y tres Ultimas eluciones de la purificacion de los sdAbs S4B1y AC10EX, respectivamente

(Figura 13).
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Figura 13. Purificacion de los sdAbs AC10EX y S4B1. SDS-PAGE al 15% de las eluciones
obtenidas en la purificacion con resina Ni-NTA.

(A) Purificacion del sdAb S4B1. Carriles 1-6: eluciones 1°-6°. (B) Purificacion del sdAb
ACI10EX. Carriles 1-7: eluciones 1°-7°. Se muestra el marcador de peso molecular en kDa a la

derecha.
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6.2  Purificacion de los sdAbs con filtros para centrifugacion de 30 kDa y 3 kDa

Primero, se utilizé el dispositivo de filtro para centrifugaciéon Amicon Ultra 30K con un
MWCO de 30 kDa. La purificacion por filtro fue analizada mediante SDS-PAGE al 15%.
Se detecto la presencia de cada sdAb en el liquido recolectado concentrado del filtro de
30 kDa (Figura 14A, carriles 2 y 4; Figura 14B, carriles 1 y 3). En el liquido filtrado, en
cambio, el sdAb no fue detectable por tincion de Coomassie Blue (Figura 14A, carriles 1
y 3; Figura 14B, carriles 2 y 4). Con el filtro de 3 kDa, se concentr6 cada sdAb a partir
del liquido filtrado y se realizo el intercambio de buffer a PBS (Figura 14A, carriles 5-8;
Figura 14B, carriles 5-8). Se calcula una pérdida del sdAb S4B1 de aproximadamente
65% en todo el proceso de centrifugacion. Para el sdAb AC10EX, la pérdida fue de

aproximadamente 55%.
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Figura 14. Purificacion de los sdAbs con filtro para centrifugacion de 30 kDa y 3 kDa.

SDS-PAGE al 15% de las fracciones obtenidas en la purificacion. Purificacion del sdAb (A) S4B1
y (B) ACI0EX. C: 1 o 2° centrifugacion con el filtro de 3 kDa o 30 kDa. F: liquido filtrado, C:

liquido retenido en el filtro. Se muestra el marcador de peso molecular en kDa a la derecha.
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6.3  Analisis de las secuencias de los sdAbs ACIOEX y S4B1

El andlisis de la secuencia de aminodcidos de los sdAbs revela que ambos anticuerpos
poseen cuatro sitios de biotinilacion correspondientes a los grupos aminos de las Lys K45,
K67, K78 y K127 (Figura 15). Estas Lys se encuentran fuera de las regiones CDR.
Asimismo, se observa que ACI0EX y S4BI1 tienen diferencias de 4 y 6 aminoacidos en
las regiones CDR2 y CDR3, respectivamente. Los aminoacidos de la region CDR1 son
conservados. La diferencia en la composicion de aminoacidos en las CDR2 y CDR3 y la
conservacion en la CDR1 concuerda con el disefio reportado para los sdAbs de la libreria

PREDATOR (15).

20 CDR1 40

| |
s481seq MAENMQEEESG cclliarcGsH ||scaAse|| BSBEBVGIWER 40

AC10EX seq MAENQEEESG GGHNQAPGGSHE RESCAASGER BSBEBVGWER 40
Consensus MAEVQLLESG GGLVQPGGSL RLSCAASGFR DSDEDMGWVR

100%
Conservation u
0%

CDR2 60 ] 80

* — | * * 1
S4B1seq QAPGKGHEWN NBceT MNABSUKGEE THSRBNSENT so
AC10EX seq QAPGKGHEWN iﬁ NBENGST MMABSUKGRE TMSRBNSENT 80
Consensus QAPGKGLEWV SIS | XXXXGYT YYADSVKGRF TISRDNSKNT

100%

Conservation
0% LI

00 CDR3 120
________ |

s4B1seq BNEOVNSERA EBTANNNCAS \cGSSWENAEBN WcacTHEETES 120
AC10EX seq HNMBQVNSERA EBTANNNCAS 'Llsll BN WcaQcTHMTNS 120

Consensus LYLQMNSLRA EDTAVYY(CQAS XSXXXXXFDY| WGQGTLVTVS

100%
Conservation L0000 ‘l

0%

)

|
s481seq SAAABGRENS EEDNEERARE HH 142
AC10EX seq SAAAEQKENS EEDBEEHHHH HH 142

Consensus SAAAEQKL IS EEDLLEHHHH HH

100%

Conservation
0%

Figura 15. Analisis de las secuencias de aminoacidos de los sdAbs S4B1 y AC10EX.

La estrella roja sefala los sitios potenciales de la biotinilacion quimica conformado por las Lys
(K) en las posiciones K45, K67, K78 y K127. Los recuadros sefialan las regiones CDR1
(morado), CDR2 (azul) y CD3 (celeste); al igual que las regiones con mutaciones dentro de las
CDR2 y CDR3 (lineas punteadas). En el extremo C-terminal se observa la etiqueta c-myc

(aminoacidos 125-134) y la etiqueta 6xHis (aminoacidos 137-142).
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6.4 Extraccion de histonas nativas de L. (V.) braziliensis y de humano

Las histonas extraidas de L. (V.) braziliensis y de humano fueron separadas en un SDS-
PAGE al 18% que se tifi6 con Coomassie Brilliant Blue (Figura 16). El patron de bandas
obtenido fue comparable al reportado en la literatura (82). Los MWs calculados para las
bandas fueron comparables a los MWs teoricos de las histonas de L. (V.) braziliensis y

del humano disponibles en el NCBI (Anexo 1, Anexo 5, Anexo 6).

L. (V.) braziliensis Homo sapiens
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42
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22

14

Figura 16. Histonas extraidas de L. (V) braziliensis y de humano separadas por SDS-PAGE
al 18% vy tefiidas con una solucion de Coomassie Brilliant Blue

Carril 1: histonas de L. (V) braziliensis. Carril 2: histonas del humano (Homo sapiens). Se muestra

el marcador de peso molecular al lado derecho del gel en kDa.
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6.5 Evaluacion de la reactividad de los sdAbs hacia histonas de L.(V.) braziliensis y
de humano

Como se observa en la Figura 17, el control del anticuerpo secundario penta his-HRP
mostro reactividad tanto hacia histonas de L. (V.) braziliensis como hacia histonas del
humano. Se obtuvo un patron de reaccion similar en los ensayos con S4B1, AC10EX y

el control.
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Figura 17. Analisis por Western Blot de la reactividad de los sdAbs S4B1 y AC10EX
contra las histonas de L. (V.) braziliensis y de humano utilizando penta his-HRP.

Las membranas de nitrocelulosa fueron incubadas con (A) S4B1, (B) ACI0EX y (C) sin sdAb y
posteriormente con el anticuerpo secundario penta his-HRP (1:4000). Se muestra el marcador de

peso molecular al lado derecho en kDa.
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Por otro lado, con el anticuerpo secundario Proteina A-HRP, no se detect6 la union de los

sdAbs hacia las histonas (Figura 18).
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Figura 18. Analisis por Western Blot de la reactividad de los sdAbs S4B1 y AC10EX
contra las histonas de L. (V.) braziliensis y de humano utilizando proteina A-HRP.

Las membranas de nitrocelulosa fueron incubadas con (A) S4B1, (B) AC10EX y (C) sin sdAb y
posteriormente con el anticuerpo secundario proteina A-HRP (1:2000). Se muestra el marcador

de peso molecular al lado derecho en kDa.
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Dado que los anticuerpos secundarios penta his-HRP y proteina A-HRP no fueron
adecuados para detectar la unidon entre sdAbs e histonas, se realizo un Western Blot con

los anticuerpos anti c-myc y anti IgG-HRP.

El sdAb S4Bl reconocid especificamente una histona de L. (V.) braziliensis de
aproximadamente 14.5 kDa (Figura 19A, Tabla 3; Anexo 7, Anexo 8 ). En contraste, el
sdAb ACI10EX reaccioné con histonas del parasito entre 11 — 13.8 kDa y una histona del
humano de 12.6 kDa (Figura 19B, Tabla 3; Anexo 9, Anexo 10). No hubo reacciones
inespecificas por parte del conjugado anti [gG-HRP hacia las histonas (Figura 19C).
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(A) () (c)

Figura 19. Anélisis por Western Blot de la reactividad de los sdAbs S4B1 y AC10EX a una
concentracion de 0.2 uM contra las histonas de L. (V.) braziliensis y de humano utilizando
anti c-myc y anti IgG- HRP.

Las membranas de nitrocelulosa fueron incubadas con (A) S4B1, (B) AC10EX y (C) sin sdAb y
posteriormente con los anticuerpos secundarios anti c-myc(1:4000) y anti IgG-HRP (1:20 000).
Se muestra el marcador de peso molecular al lado derecho en kDa.
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Tabla 3. Pesos moleculares de las histonas reconocidas por los sdAbs no biotinilados S4B1
y AC10EX

S4B1 (0.2 uM) AC10EX (0.2 uM)
L (V) o
braziliensis Humano | L. (V.) braziliensis | Humano
13.8
12.
14.5 No 6 12.6
reconocio 12.0

11.0

Se muestran los pesos moleculares calculados de las histonas reconocidas por los sdAbs no
biotinilados en el Western blot a una concentracion de 0.2 uM. Los pesos se muestran en kDa.

6.6 Evaluacion de los sdAbs biotinilados y no biotinilados frente a las histonas
nativas de L. (V.) braziliensis y de humano
El patrén de reconocimiento del sdAb S4B1-btn (Figura 20A) y del S4B1 (Figura 20D),
a una concentracion de 0.5 uM, fue diferente. S4B1 reconoci6 tinicamente proteinas de
L. (V.) braziliensis. En contraste, S4B1-btn reaccion6 con histonas del parasito y del
humano. En la Tabla 4 se muestran los pesos moleculares calculados de las histonas
reconocidas por el sdAb S4B1 biotinilado y no biotinilado (Anexo 11, Anexo 12, Anexo
15, Anexo 16). S4B1 reconocio tres histonas de L. (V.) braziliensis de 12.6 kDa, 13.8
kDa y 16.6 kDa; mientras que S4B1-btn reconocio6 histonas del parasito y del humano

entre 9.7 kDa - 12.9 kDa (Tabla 4).

Por su parte, tanto ACIOEX-btn como ACI10EX reaccionaron con cuatro histonas de L.
(V.) braziliensis y cuatro del humano (Figura 20B y E). Como se observa en la Tabla 5,
el patron de reconocimiento hacia las histonas fue similar (Anexo 13, Anexo 14, Anexo
17, Anexo 18). Las proteinas reconocidas por AC10EX y AC10EX-btn tuvieron un MW
entre 9.6 kDa - 13.3 kDa y 10.7 kDa — 14.8 kDa, respectivamente (Tabla 5).
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Figura 20. Western Blot de los sdAbs biotinilados y no biotinilados a una concentracion de
0.5 uM contra histonas de L. (V.) braziliensis y de humano.

Membrana de nitrocelulosa incubada con (A) sdAb S4B1-btn, (B) sdAb AC10EX-btn, (C) sin
sdAb (control de estreptavidina-HRP), (D) sdAb S4B1, (E) sdAb AC10EX y (F) sin sdAb (control
de anti [gG-HRP). Para A, B y C se utilizaron los anticuerpos secundarios anti c-myc (1:4000) y
anti [gG-HRP (1:20 000). Para D, E y F se utiliz6 el conjugado estreptavidina-HRP (1: 10 000).
Carril L: Histonas de L. (V.) braziliensis (0.5 pg), Carril H: Histonas de humano (0.5 pg). Se
muestra el marcador de peso molecular al lado derecho de la membrana en kDa.
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Tabla 4. Pesos moleculares de las histonas reconocidas por el sdAb S4B1 biotinilado y no
biotinilado

S4B1 (0.5 uM) S4B1-btn (0.5 pM)
L. (V.) braziliensis Humano L. (V.) braziliensis | Humano
16.6 12.9 12.9
13.8 . 12.3 12.3
No reconocio
12.6 10.7 10.7
9.7 9.7

Se muestran los pesos moleculares calculados de las histonas reconocidas por el sdAb S4B1
biotinilado y no biotinilado en el Western blot a una concentracion de 0.5 pM. Los pesos se
muestran en kDa.

Tabla 5. Pesos moleculares de las histonas reconocidas por el sdAb AC10EX biotinilado y
no biotinilado

AC10EX (0.5 pM) AC10EX-btn (0.5 pM)
L. (V.) braziliensis | Humano | L. (V.) braziliensis | Humano
13.3 13.3 14.8 14.1
12.7 12.7 13.5 13.5
11.0 10.5 11.7 11.7
10.0 9.6 10.7 10.7

Se muestran los pesos moleculares calculados de las histonas reconocidas por el sdAb AC10EX
biotinilado y no biotinilado en el Western blot a una concentracion de 0.5 pM. Los pesos se
muestran en kDa.
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6.7 Evaluacion de posibles interacciones inespecificas generadas por la biotina
remanente en las soluciones de sdAb
Dado que el kit de marcaje utilizado no incluye un paso de dialisis y en el laboratorio no
se contaba con un sistema de purificaciéon a pequena escala (cada muestra de sdAb
biotinilado tenia un volumen menor a 100 uL), habia la posibilidad que la reaccion
observada en los Western Blots contra las histonas se deba a uniones inespecificas de
moléculas de biotina libres remanentes en las soluciones de sdAb. Para evaluar esto, se
repitid el experimento de Western Blot incluyendo un control de biotina que consistio en
la incubacion de la membrana (con histonas transferidas) en una solucion de biotina, el
conjugado y, por ultimo, el revelado. El ensayo en esta ocasion emple6 una menor

concentracion de sdAb (0.3 uM) debido a la poca cantidad de muestra disponible.

Como se observa en la Figura 21B, la incubacion con biotina libre disuelta no gener6
reacciones inespecificas. Se observa nuevamente que el patron de reconocimiento entre
el S4B1 biotinilado y no biotinilado es diferente (Figura 21A, Figura 21D, Anexo 19,
Anexo 20, Anexo 21, Anexo 22). S4B1 reconoce especificamente una histona de L. (V.)
braziliensis (de 13.5 kDa), mientras que en su forma biotinilada, S4B1-btn reacciona con
histonas del parasito (de 12.7 kDa) y del humano (entre 10 kDa - 12.7 kDa). Por su parte,
el sdAb AC10EX reaccion6 tanto con histonas del parasito (11.4 kDa y 13.1 kDa) como
con las de humano (10.4 kDa, 11.4 kDa y 13.1 kDa) (Figura 21E, Anexo 23, Anexo 24).
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Figura 21. Western Blot del S4B1-btn, S4B1, AC10EX y el control de biotina a una
concentracion de 0.3 uM contra histonas de L. (V.) braziliensis y de humano.

Membrana de nitrocelulosa incubada (A) con sdAb S4B1-btn, (B) con solucion de biotina (C) sin
sdAb (control de estreptavidina-HRP), (D) sdAb S4B1, (E) sdAb AC10EX y (F) sin sdAb (control
de anti [gG-HRP). Para A, B y C se utilizaron los anticuerpos secundarios anti c-myc (1:4000) y
anti [gG-HRP (1:20 000). Para D, E y F se utiliz6 el conjugado estreptavidina-HRP (1: 10 000).
Carril L: Histonas de L. (V.) braziliensis (0.5 pg), Carril H: Histonas de humano (0.5 pg). Se

muestra el marcador de peso molecular al lado derecho de la membrana en kDa.
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Tabla 6. Pesos moleculares de las histonas reconocidas por el sdAb S4B1 biotinilado, S4B1
no biotinilado y AC10EX no biotinilado

S4B1 (0.3 uM) S4B1-btn (0.3 uM) AC10EX (0.3 pM)
brjz‘il(inisis Humano brcfz‘il(iZlisis Humano brcfz‘il(iZlisis Humano
12.7 13.1 13.1
13.5 No reconocid 12.7 11.0 11.4 11.4
10.0 10.4

Se muestran los pesos moleculares calculados de las histonas reconocidas por el sdAb S4B1
biotinilado y los sdAbs no biotinilados S4B1 y AC10EX en el Western blot a una concentracion
de 0.3 uM. Los pesos se muestran en kDa.
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7 Discusion

La presente tesis tuvo como objetivo la conjugacion de moléculas de biotina en dos sdAbs
que reconocen histonas del parasito L. (V.) braziliensis y la evaluacion del efecto de esta

conjugacion en la funcionalidad de los sdAbs en ensayos de Western Blot.

La principal contribucion de este estudio es que se demuestra que el marcaje quimico con
biotina de sdAbs afecta su especificidad hacia antigenos. Esto se demostré mediante
ensayos de Western Blot con el sdAb S4B1. En su forma no biotinilada, el sdAb S4B1
reacciond especificamente con histonas de L. (V.) braziliensis (Figura 20D). No obstante,
al biotinilarse el sdAb reacciono con histonas de L. (V.) braziliensis e histonas de humano
(Figura 20A). Esta alteracion en la especificidad de anticuerpos ha sido reportada
previamente en estudios con anticuerpos monoclonales (Mabs) biotinilados con agentes

NHS-biotina (86—88), mas no en sdAbs hasta la fecha.

Ademas del cambio de especificidad, el sdAb S4Bl-btn mostr6 un patrén de
reconocimiento de las histonas del parasito diferente (Tabla 4). En su forma biotinilada,
el sdAb S4B1 ya no reconocio las histonas del parasito mayores a 13 kDa (Figura 20D).
Es interesante notar que estos cambios en la reactividad del sdAb S4B1 luego de la
biotinilacion se apreciaron a pesar de que la reaccion no estuvo dirigida a aminoacidos de
las CDR (Figura 15). Los resultados de esta tesis coinciden con los de otros estudios con
Mabs biotinilados que evidencian una disminucion del reconocimiento de sus antigenos
(89,90). La disminucién en la capacidad de union al antigeno de anticuerpos se ha
asociado a la modificacion de los grupos amino en las Lys o en el extremo N-terminal
situados en la zona de reconocimiento del antigeno o cercana a esta (91). De modo que,
los resultados sugieren que la biotinilacion de las Lys en las posiciones K45 y K67 que
se encuentran a 6 y 7 aminoacidos de distancia de la CDR2, respectivamente (Figura 15),
habrian alterado el reconocimiento especifico del sdAb S4B1 hacia las histonas de L. (V.)

braziliensis.

Se sabe que la biotinilacion puede cambiar el punto isoeléctrico (pl) de la proteina
mediante la sustitucion de los grupos amino por residuos de biotina, lo que a su vez puede
alterar sus caracteristicas fisicas y provocar uniones inespecificas o auto precipitacion
(92). En este estudio no se tuvo informacion concreta del agente biotinilante ni de los
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otros reactivos del kit de biotinilacion dado que la informacion se encuentra protegida
legalmente por el proveedor (Abcam) (81). Sin embargo, a partir del protocolo del kit
(descrito en la Metodologia) se deduce que el agente biotinilante seria un Sulfo-NHS-
biotina o un derivado (como el Sulfo-NHS-LC-biotina) ya que este compuesto es el inico
¢éster derivado de biotina soluble en agua que se emplea rutinariamente para la
biotinilacion (19). Dentro de los agentes biotinilantes mas populares, se sabe que el NHS-
LC-biotina y el sulfo-NHS-LC-biotina adicionan modificaciones hidrofobicas de biotina
alifatica en las proteinas. Estos grupos tienen una tendencia de agregarse en solucion

acuosa y pueden causar precipitacion de proteinas o pérdida de actividad (19).

Tomando en cuenta toda esta informacion, los resultados sugieren que la biotinilacion del
sdAb S4B1 caus6 un incremento en su hidrofobicidad y esto alteré su union especifica
hacia las histonas de L. (V.) braziliensis con un MW mayor a 13 kDa. Tal resultado es
comparable al obtenido en 1996 por Storm et al., quienes reportaron diferencias en la
union a antigenos entre proteinas biotiniladas por NHS-biotina y sus contrapartes no

biotiniladas asociadas a un incremento en hidrofobicidad (93).

Efecto diferencial de la biotinilaciéon en el reconocimiento de antigenos de los sdAbs

S4B1 y AC10EX

A diferencia del S4B1, el reconocimiento de AC10EX hacia las histonas no vario con la
biotinilacion. AC10EX-btn reconocid cuatro histonas de L. (V.) braziliensis (10.7 kDa —
14.8 kDa) y cuatro histonas del humano (10.7 kDa — 14.1 kDa) (Figura 20B, Tabla 5).
Este patron de reconocimiento fue similar al obtenido con el AC10EX sin biotinilar
(Figura 20E, Tabla 5). La diferencia del efecto de biotinilacion en el reconocimiento de
las histonas entre el sdAb S4B1 y ACIOEX podria estar relacionada al grado de
biotinilacion (numero promedio de moléculas de biotina incorporadas por molécula de
sdAb). Varios grupos que trabajan con anticuerpos biotinilados han demostrado que la
pérdida de actividad de union hacia sus antigenos es proporcional al grado de biotinilacion
(87,89,90). Por ejemplo, en el trabajo de Muzykantov et al., (90) se ensay¢ la biotinilacién
del Mab 9B9 con RMs biotina/IgG de 0.7-540 y se determind que un RM dentro de un

intervalo de 2-20 fue el més apropiado para el Mab trabajado.

50



Si bien ambos sdAbs cuentan con los mismos cuatro sitios de biotinilacion (Figura 15),
la incorporacion de los residuos de biotina en las Lys depende de la disponibilidad de
estos grupos aminas para reaccionar con el agente biotinilante (92). Por esta razén, a pesar
que las condiciones de la biotinilacion quimica hayan sido las mismas con respecto al RM
del éster de biotina/anticuerpo, pH, temperatura y tiempo de incubacion; el grado de
biotinilacion pudo haber diferido entre los sdAbs. En este estudio no fue posible estimar
el grado de biotinilacion de los sdAbs debido a que la cantidad de sdAb biotinilada fue
limitada (50 pg por sdAb) y los ensayos clasicos para calcular el grado de biotinilacién
de proteinas, como el HABA, requieren de una cantidad considerable de muestra
(alrededor de 300 pg) (94). Debido a tal limitacidon, no se descarta que el grado de
biotinilacion para la poblacion de sdAbs S4B1 haya sido mayor que el del sdAb ACI10EX,
lo que explicaria su alteracion en el reconocimiento especifico hacia ciertas histonas de
L. (V.) braziliensis. Tal seria el caso si el si{Ab AC10EX contara con una conformacion
tridimensional que expone los grupos aminas de una manera mas accesible a la reaccion
con el agente biotinilante que el sdAb S4B1. Por otro lado, una explicacion no relacionada
al grado de biotinilacion pero si basada en la estructura conformacional del sdAb seria
que el plegamiento particular del sdAb S4B1 lo haya hecho susceptible a que los residuos

de biotina interfieran con la interaccidon de sus CDR con las histonas.

Optimizacién del marcaje con biotina de los sdAbs

A partir de un ensayo piloto del marcaje quimico con biotina con una solucion purificada
y dializada (en PBS) del sdAb ACIOEX, se obtuvieron resultados que sirvieron para
optimar la preparacion de la muestra de sdAb para el marcaje (Anexo 2, Anexo 3, Anexo
4). Se observd que a pesar de que las proteinas contaminantes (con un MW superior a 30
kDa) se encontraban en una baja proporciéon en comparacion al sdAb, estas también
reaccionarian con los agentes biotinilantes (Anexo 2). Dado que estas reacciones
afectarian la biotinilacion de la proteina blanco (el sdAb), se consider6 necesario incluir
un proceso adicional de purificacion que logre: eliminar las proteinas contaminantes
remanentes en los eluatos con mayor concentracion del sdAb, concentrar la solucion del
sdAb y realizar el intercambio de buffer a PBS. Todos estos procedimientos fueron
realizados con el sistema de purificacion basado en filtros para centrifugacion Amicon

Ultra-15 (95). Se eligi6 un filtro cuyo MWCO fue de 30 kDa, ya que tedricamente el filtro
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permite que las proteinas con un PM mayor a 30 kDa se queden concentradas en el filtro
recolector, mientras que, las proteinas de menor PM, como el sdAb de 15 kDa, son
recolectadas en el liquido filtrado (95). Con la tincion de Coomassie Brilliant Blue, se
observa la presencia del sdAb en el liquido retenido mas no en el liquido filtrado (Figura
14). No obstante, se debe tomar en cuenta que en la primera solucion las proteinas se
encuentran concentradas en un volumen de tan solo 300-500 pL mientras que el liquido
filtrado recolectado es de aproximadamente 10 ml. Por esta razon, fue posible realizar el
intercambio de buffer a PBS y la concentracion del sdAb en un volumen reducido con el

filtro de MWCO de 3 kDa (Figura 14).

A pesar de que se reporta una pérdida entre el 55-65% de la cantidad total de sdAb inicial,
el proceso de doble purificacion fue necesario para obtener las soluciones puras y
concentradas de los sdAbs apropiadas para el marcaje. Considerando ademas que tanto el
ACI0EX como el S4B1 mantuvieron el reconocimiento caracteristico hacia las histonas
de L. (V.) braziliensis y de humano observado y caracterizado en experimentos previos
(Figura 17), se confirmé que los sdAbs estuviesen aptos para el marcaje quimico con
biotina. Si bien el ensayo de Western Blot no permiti6 verificar la incorporacién de
biotina en los sdAbs (Anexo 2) esto fue comprobado al evaluar las soluciones de sdAbs
biotinilados contra las histonas, en donde hubo reaccion por ELISA (Anexo 3) y Western

Blot (Anexo 4).

Contribucién del estudio en la conjugacién de sdAbs con potencial de diagndstico

El presente estudio aporta al area de la conjugacion quimica de sdAbs que tienen el
potencial de ser reactivos de diagnostico al demostrar que la biotinilacion quimica basada
en la modificacion de grupos amino no es una técnica de conjugacion apropiada para
sdAbs porque puede alterar su especificidad y presenta variabilidad. Esto es respaldado
por la literatura disponible que aborda el marcaje de anticuerpos y su evaluacién en

Inmunoensayos.

En este sentido, una alternativa prometedora para incorporar el sistema de deteccion
biotina-estreptavidina en los sdAbs estudiados seria la biotinilacion sitio especifica. Esta

técnica se basa en la accion de la enzima BirA sobre la etiqueta Avitag, y ha sido empleada
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extensamente para biotinilar sdAbs y emplearlos como anticuerpos de captura en sistemas

de deteccion de antigenos (70-75).

8 Conclusiones

Se obtuvieron soluciones puras de los sdAbs ACIOEX y S4B1 aptas para el
marcaje quimico con biotina mediante un proceso de doble purificacion.

Se extrajeron histonas nativas de L. (V) braziliensis en estadio promastigote e
histonas humanas, las cuales fueron utilizadas como antigenos en ensayos de
Western Blot contra los sdAbs.

El marcaje quimico con biotina alterd el reconocimiento especifico del sdAb
S4B1 hacia las histonas de L. (V.) braziliensis con un MW de 16.6, 13.8 y 12.6
kDa , de tal modo que el S4B1 biotinilado reacciond con histonas del parasito y
del humano con un MW inferior a 13 kDa en ensayos de Western Blot.

El marcaje quimico con biotina no modificé el patron de reconocimiento del sdAb
ACI0EX, el cual reconoce histonas de L. (V.) braziliensis e histonas humanas en

ensayos de Western Blot.

9 Recomendaciones

Se recomienda conocer la eficiencia de la biotinilacion luego de cada reaccion de
marcaje, pues esto brindaria informacion acerca de la sensibilidad de deteccion
del sistema biotina-estreptavidina.

Se propone ensayar el sistema de biotinilacion sitio especifica en sdAbs como
alternativa a la biotinilacion quimica dirigida a grupos amina para la
incorporacion del sistema de deteccion biotina-estreptavidina

Se recomienda identificar de manera precisa la identidad de las histonas de

Leishmania a fin de establecer la especificidad del sdAb de manera inequivoca.
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11 Anexos

11.1 Anexo 1. MWs teoricos de las histonas de L. (V.) braziliensis y del humano

Organismo Histona N° aminodcidos | MW (kDa) Cdédigo
H1 163 aa 16.76 NCBI Reference Sequence: XP_001564073.1
H2A 132 aa 14.13 NCBI Reference Sequence: XP_001564819.1
L (V.) H2B (version larga) 182 aa 20.43 NCBI Reference Sequence: XP_001564131.2
braziliensis | H2B (version corta) 111aa 12.4 NCBI Reference Sequence: XP_001564132.1
H3 130 aa 14.76 NCBI Reference Sequence: XP_001562877.1
H4 100 aa 11.39 NCBI Reference Sequence: XP_001568233.1
H1 219 aa 21.87 GenBank: AAA63187.1
H2A 130 aa 14.09 GenBank: AAN59974.1
Humano H2B 126 aa 13.92 GenBank: CAA41051.1
H3 136 aa 15.51 GenBank: AAN39284.1
H4 103 aa 11.37 NCBI Reference Sequence: NP_003533.1

Anexo 1. Histonas de L. (V.) braziliensis y del humano con sus respectivos MW teoricos.

11.2 Anexo 2. Evaluacion del marcaje quimico con biotina del sdAb ACIOEX
mediante un ensayo de Western Blot

Se evalud la incorporacion de biotina en el sdAb ACI0EX mediante un ensayo de

Western Blot contra la estreptavidina-HRP. Se evaluaron dos cantidades de sdAb

AC10EX biotinilado (5 pgy 1 pg) y se utilizé como control del conjugado las mismas

cantidades del sdAb no biotinilado.

Como se observa en la Anexo 2, la estreptavidina-HRP reconoci6 proteinas solo en las

muestras de sdAb biotinilado (Anexo 2Figura 22, carriles 1 y 2). El ruido de fondo en la
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reaccion fue evidente y no se observo claramente el reconocimiento de alguna banda con
el peso esperado para el sdAb (15 kDa).
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Anexo 2. Western blot para evaluar el marcaje con biotina del sdAb.

Carriles 1 y 2: sdAb ACI10EX marcado con biotina (5 ug y 1 pg, respectivamente); Carriles 3 y
4: sdAb AC10EX sin marcar (1 ug y 5 ug, respectivamente). Western blot contra estreptavidina-
HRP (1: 10 000). Se muestra el marcador de peso molecular al lado izquierdo de la figura en kDa.

11.3 Anexo 3. ELISA del sdAb ACIOEX marcado con biotina contra histonas de L.
(V.) braziliensis
Dado que el ensayo de verificacion del marcaje con biotina del sdAb AC10EX mediante
Western Blot no fue informativo, se realizé6 un ELISA utilizando el sdAb marcado con
biotina contra las histonas de L. (V.) braziliensis. Se evaluaron tres concentraciones de
sdAb (0.82 uM, 0.16 uM, 0.03 uM). Se probaron dos concentraciones del conjugado
(1:5000 y 1:10 000) para determinar la concentracion mas adecuada para el sistema. En
ambos casos se observa que AC10EX biotinilado tiene una respuesta dependiente de la

concentracion especifica contra las histonas de L. (V.) braziliensis (Anexo 3).
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bio-AC10EX vs histonas de L. (V.) braziliensis

2.5
—_ e~ 5 pg/ml HL (strep-HRP 1:5000)
E 2.0 -8 BSA (strep-HRP 1:5000)
8 =~ 5 pg/ml HL (strep-HRP 1:10 000)
© 1.5 -=- BSA (strep-HRP 1:10 000)
£
o 1-0-
n
b
A 0.51
(o}

0.0 -Hi——i=r T T T 1

0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

bio-AC10EX (uM)

Anexo 3. ELISA de diferentes concentraciones del AC10EX-btn contra histonas nativas de
L. (V.) braziliensis.

El eje x indica la concentracion del anticuerpo SD biotinilado (uM) adicionada a los respectivos
pozos de la serie de diluciones. El eje y indica los valores de absorbancia (OD450- OD650). Las

barras de error muestran una desviacion estandar basada en tres réplicas dentro de la placa.

11.4 Anexo 4. Western Blot con el sdAb ACI10EX marcado con biotina contra histonas
de L. (V.) braziliensis

Para identificar las histonas de parasito reconocidas por el sdAb AC10EX biotinilado se
realiz6 un ensayo de Western blot. Se observo que el sdAb reconoce a las histonas a una

concentracion de 7 nM con un patron de reaccion libre de ruido de fondo (Anexo 4).

(kDa) A
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51

a2

29
22
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Anexo 4. Ensayo de Western Blot del sdAb biotinilado contra histonas de L. (V.)
braziliensis.
Western blot contra 7 nM de sdAb biotinilado AC10EX y estreptavidina-HRP (1: 10 000). Se

muestra el marcador de peso molecular al lado izquierdo de la figura en kDa.
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11.5 Anexo 5. Estimacion de MWs de las histonas de L. (V.) braziliensis y de humano

Curva estandar de log (MW) vs. Rf - histonas

2.5
2
y =-1.6543x + 1.9433
— R?=0.9719
= 1.5
> MW estandares
& 1
Linear (MW
05 estandares)
0
0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5 0.6

Rf

Anexo 5. Curva estandar para la estimacion de MWs de las histonas de L. (V.) braziliensis
y las histonas humanas a partir del gel de SDS-PAGE al 18%.

11.6 Anexo 6. MWs calculados para las histonas de L. (V.) braziliensis y las histonas

de humano
Histonas d (mm) Rf Log MW | MW(kDa)
27 0.409091 1.3 18.5
27.5 10.416667 1.3 17.9
31 0.469697 1.2 14.7
32 0.484848 1.1 13.8
34.5 10.522727 1.1 12.0
35.5 10.537879 1.1 11.3
11 0.166667 1.7 46.5
30.5 0.462121 1.2 15.1
32 0.484848 1.1 13.8
32.5 10.492424 1.1 13.4
35 0.530303 1.1 11.6
37 0.560606 1.0 10.4

Anexo 6. MWs calculados para las histonas de L. (V.) braziliensis y las histonas de
humano. Los pesos se muestran en kDa.
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11.7 Anexo 7. Estimacion de MWs de las histonas de L. (V.) braziliensis y de humano
reconocidas por el sdAb S4B1 (0.2 uM)

Curva estandar de log (MW) vs. Rf - S4B1 (0.2 uM)

2.5
2 °
Co,. y =-2.7656x + 2.0004
= & R?=0.9743
=15 g
= e,
— | e .‘ )
En 1 e ® MW estandares
--------- Linear (MW estandares)
0.5
0
0 0.1 0.2 0.3 0.4
Rf

Anexo 7. Curva estandar para la estimacion de MWs de las histonas reconocidas por el
sdAb S4B1 (0.2 uM) en el Western Blot.

11.8 Anexo 8. MWs calculados de las histonas reconocidas por el sdAb S4B1 (0.2 uM)

. d
Histonas (mm) Rf Log MW MW (kDa)
L. (V.) braziliensis 20 0.30 1.162339394 14.5

Anexo 8. MWs calculados de las histonas reconocidas por el sdAb S4B1 (0.2 uM) en el
Western blot. Los pesos se muestran en kDa.
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11.9 Anexo 9. Estimacion de MWs de las histonas de L. (V.) braziliensis y de humano
reconocidas por el sdAb ACI0EX (0.2 uM)

Curva estandar de log (MW) vs. Rf - AC10EX (0.2 uM)

2.5
2 [
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_ ‘ ......... R2 =0.9697
S 15 &
: ... ® MW estdndares
= | T e L)
ED ) ....
......... Linear (MW
. estandares)
0
0 0.1 0.2 0.3 0.4
Rf

Anexo 9. Curva estandar para la estimacion de MWs de las histonas reconocidas por el
sdAb AC10EX (0.2 pM) en el Western Blot.

11.10 Anexo 10. MWs calculados de las histonas reconocidas por el sdAb ACI0EX (0.2

uM)
Histonas (m(in) Rf Log MW MW (kDa)
21.5 0.33 1.138759848 13.8
22.5 0.34 1.099306818 12.6
23 0.35 1.079580303 12.0
24 0.36 1.040127273 11.0
22.5 0.34 1.099306818 12.6

Anexo 10. MWs calculados de las histonas reconocidas por el sdiAb AC10EX (0.2 nM) en
el Western Blot. Los pesos se muestran en kDa.
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11.11 Anexo 11. Estimacion de MWs de las histonas de L. (V.) braziliensis y de humano
reconocidas por el sdAb S4B1 (0.5 uM)

Curva estandar de log (MW) vs. Rf - S4B1 (0.5 uM)
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0
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Anexo 11. Curva estandar para la estimacion de MWs de las histonas reconocidas por el
sdAb S4B1 (0.5 uM) en el Western Blot.

11.12 Anexo 12. MWs calculados de las histonas reconocidas por el sdAb S4B1 (0.5
uM)

Histonas d Rf Log MW | MW(kDa)
(mm)
19 0.29 1.221279 16.6
21 0.32 1.139982 13.8
22 0.33 1.099333 12.6

Anexo 12. MWs calculados de las histonas reconocidas por el sdAb S4B1 (0.5 nM) en el
Western blot. Se muestran los pesos en kDa.
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11.13 Anexo 13. Estimacion de MWs de las histonas de L. (V.) braziliensis y de humano
reconocidas por el sdAb ACIOEX (0.5 uM)

Curva estandar de log (MW) vs. Rf- AC10EX (0.5 uM)
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Anexo 13. Curva estandar para la estimacion de MWs de las histonas reconocidas por el
sdAb AC10EX (0.5 pM) en el Western Blot.

11.14 Anexo 14. MWs calculados de las histonas reconocidas por el sdAb ACIOEX (0.5
uM)

Histonas (m(in) Rf Log MW | MW(kDa)
21.5 0.33 1.123094 13.3
22 0.33 1.102933 12.7
23.5 0.36 1.042452 11.0
24.5 0.37 1.00213 10.0
21.5 0.33 1.123094 13.3
22 0.33 1.102933 12.7
24 0.36 1.022291 10.5
25 0.38 0.98197 9.6

Anexo 14. MWs calculados de las histonas reconocidas por el sdiAb AC10EX (0.5 nM) en
el Western blot. Se muestran los pesos en kDa.
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11.15 Anexo 15. Estimacion de MWs de las histonas de L. (V.) braziliensis y de humano
reconocidas por el sdAb S4B1-btn (0.5 uM)

Curva estandar de log (MW) vs. Rf - S4B1-btn (0.5 uM)
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0
0 0.1 0.2 0.3 0.4
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Anexo 15. Curva estandar para la estimacion de MWs de las histonas reconocidas por el
sdAb S4B1-btn (0.5 pM) en el Western Blot.

11.16 Anexo 16. MWs calculados de las histonas reconocidas por el sdAb S4B1-btn (0.5

uM)
Histonas d (mm) Rf Log MW MW (kDa)

21.5 0.325757576 | 1.110603788 12.9

22 0.333333333| 1.090066667 12.3
23.5 0.356060606 | 1.028455303 10.7
24.5 0.371212121| 0.987381061 9.7
21.5 0.325757576 | 1.110603788 12.9

22 0.333333333| 1.090066667 12.3
23.5 0.356060606 | 1.028455303 10.7
24.5 0.371212121| 0.987381061 9.7

Anexo 16. MWs calculados de las histonas reconocidas por el sdAb S4B1-btn (0.5 pM) en

el Western blot. Se muestran los pesos en kDa.
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11.17 Anexo 17. Estimacion de MWs de las histonas de L. (V.) braziliensis y de humano
reconocidas por el sdAb ACI10EX-btn (0.5 uM)

Curva estandar de log (MW) vs. Rf - AC10EX-btn (0.5 uM)
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Anexo 17. Curva estandar para la estimacion de MWs de las histonas reconocidas por el
sdAb AC10EX-btn (0.5 pM) en el Western Blot.

11.18 Anexo 18. MWs calculados de las histonas reconocidas por el sdAb AC10EX-btn

(0.5 uM).
Histonas d (mm) Rf Log MW MW (kDa)
20.5 0.31 1.169172727 14.8
21.5 0.33 1.128990909 13.5
23 0.35 1.068718182 11.7
24 0.36 1.028536364 10.7
21 0.32 1.149081818 14.1
21.5 0.33 1.128990909 13.5
23 0.35 1.068718182 11.7
24 0.36 1.028536364 10.7

Anexo 18. MWs calculados de las histonas reconocidas por el sdAb AC10EX-btn (0.5 pM)
en el Western blot. Se muestran los pesos en kDa.
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11.19 Anexo 19. Estimacion de MWs de las histonas de L. (V.) braziliensis y de humano
reconocidas por el sdAb S4B1-btn (0.3 uM)

Curva estandar de log (MW) vs. Rf - S4B1-btn (0.3 uM)
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Anexo 19. Curva estandar para la estimacion de MWs de las histonas reconocidas por el
sdAb S4B1-btn (0.3 pM) en el Western Blot.

11.20 Anexo 20. Estimacion de MWs de las histonas de L. (V.) braziliensis y de humano
reconocidas por el sdAb S4B1-btn (0.3 uM)

Histonas d (mm) Rf Log MW | MW(kDa)

21.5 |0.325758|1.104111 12.7

21.5 ]0.325758|1.104111 12.7
23 0.348485|1.041579 11.0
24 0.363636 | 0.999891 10.0

Anexo 20. MWs calculados de las histonas reconocidas por el sdAb S4B1-btn (0.3 nM) en
el Western blot. Se muestran los pesos en kDa.
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11.21 Anexo 21. Estimacion de MWs de las histonas de L. (V.) braziliensis y de humano
reconocidas por el sdAb S4B1 (0.3 uM)

Curva estandar de log (MW) vs. Rf - S4B1 (0.3 uM)
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Anexo 21. Curva estandar para la estimacion de MWs de las histonas reconocidas por el
sdAb S4B1 (0.3 uM) en el Western Blot.

11.22 Anexo 22. Estimacion de MWs de las histonas de L. (V.) braziliensis y de humano
reconocidas por el sdAb S4B1 (0.3 uM)

Histonas d (mm) Rf Log MW | MW(kDa)
- (V) . 21.5 ]0.325758|1.131466 13.5
braziliensis

Anexo 22. MWs calculados de las histonas reconocidas por el sdAb S4B1 (0.3 nM) en el
Western blot. Se muestran los pesos en kDa.
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11.23 Anexo 23. Estimacion de MWs de las histonas de L. (V.) braziliensis y de humano
reconocidas por el sdAb ACI0EX (0.3 uM)

Curva estandar de log (MW) vs. Rf - AC10EX (0.3 uM)
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Anexo 23. Curva estandar para la estimacion de MWs de las histonas reconocidas por el
sdAb AC10EX (0.3 pM) en el Western Blot.

11.24 Anexo 24. Estimacion de MWs de las histonas de L. (V.) braziliensis y de humano
reconocidas por el sdAb ACI0OEX (0.3 uM)

Histonas d (mm) Rf Log MW | MW(kDa)
21.5 |0.325758|1.118093 13.1
23 0.348485|1.057214 11.4
21.5 |0.325758|1.118093 13.1
23 0.348485|1.057214 11.4
24 0.363636|1.016627 10.4

Anexo 24. MWs calculados de las histonas reconocidas por el sdiAb AC10EX (0.3 nM) en
el Western blot. Se muestran los pesos en kDa.
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