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RESUMEN

Los compuestos organofosforados constituyen el grupo de plaguicidas mdas usados a nivel mundial. Sin
embargo, presentan una alta toxicidad en mamiferos, por lo que el envenenamiento con estos compuestos
ha generado un grave problema de salud a nivel global. Hasta la fecha no existen tratamientos efectivos
contra la intoxicacion por compuestos organofosforados; por lo que es necesario encontrar nuevas
alternativas que mejoren el desempefio de los tratamientos existentes. Se han encontrado en la naturaleza
una variedad de enzimas que son capaces de degradar estos compuestos organofosforados. En particular, se
ha puesto especial atencion a la fosfotriesterasa (PTE) de Flavobacterium sp. ya que es capaz de hidrolizar
una gran variedad de plaguicidas con una alta eficiencia. Es por lo antes mencionado que para este proyecto
nos planteamos el objetivo de generar una particula basada en la fosfotriesterasa, que sea cataliticamente

activa y no inmunogénica, con el fin de tratar envenenamientos por plaguicidas organofosforados.

Se logré expresar la PTE de manera heterdloga en E. coli y purificarla de manera exitosa, obteniendo
alrededor de 1.5 mg por litro de cultivo. Con el fin de contender con la degradacién de la PTE dentro del
organismo, asi como a la generacion de una respuesta por parte del sistema inmune, se recurrié a la
modificacion quimica de la proteina con polietilenglicol (PEG) lineal de 10 kDa. Se recurrio a la
monomerizacién de la PTE como una estrategia para incrementar la relacidon del volumen del PEG respecto
al de la proteina; sin embargo, la disrupcidon de puentes de hidrégeno entre las dos subunidades no fue
suficiente para disociar el dimero y obtener un mondémero con actividad catalitica, por lo que se continud
trabajando con la PTE en su forma dimérica. La relacién molar utilizada para PEGilar la PTE fue de 1:15,
suficiente para conjugar la totalidad de la enzima con el polimero, uniéndose en promedio 10 cadenas de

PEG por dimero. Se encontré que la mayor parte de la actividad, el 80%, se retuvo en la proteina modificada.

Finalmente, como una aproximacion para determinar la inmunogenicidad de la particula se llevaron a cabo
una serie de ELISAS utilizando anticuerpos anti-PTE y anti-PTE.PEG generados en conejos, encontrando que
la PTE-PEG es alrededor de un 20% menos inmunogénica (in vitro) que la enzima sin modificar; sin embargo,
aun sigue siendo reconocida por el sistema inmune. En un futuro habra que explorar otras formulaciones
PTE-PEG asi como otros polimeros de distinta naturaleza para contender con la inmunogenicidad de la PTE y

poder obtener un farmaco eficiente para contender con la intoxicaciéon por organofosforados.



INTRODUCCION

1. PROBLEMATICA GENERADA POR LOS COMPUESTOS ORGANOFOSFORADOS

En la actualidad se ha generado un gran nimero de problemas ambientales y de salud debido al
uso excesivo de los recursos naturales asi como a la produccion masiva de una variedad de
compuestos xenobidticos. Dentro de estos compuestos se encuentra el grupo de los
organofosforados (OP’s), los cuales son utilizados a nivel mundial como aditivos para el petréleo,

armas quimicas y plaguicidas, siendo éstos ultimos en donde se encuentra su mayor aplicacion.

Los compuestos organofosforados han sido utilizados desde finales de los afios treinta para el
control de plagas en la agricultura y en el hogar, asi como para el control de enfermedades
transmitidas por insectos, constituyendo hoy en dia el grupo de plaguicidas que mas se consume al
ocupar el 34% del mercado mundial. Este uso preferente se debe a que son compuestos
biodegradables y altamente eficientes; sin embargo, el uso excesivo y continuo de estos productos
ha dado lugar a la contaminacion de varios ecosistemas en distintas partes del mundo. Aunado a
lo anterior, los organofosforados presentan una alta toxicidad en mamiferos, por lo que el
envenenamiento con estos compuestos presenta un problema de salud publica a nivel mundial.
Anualmente ocurren alrededor de 3 millones de envenenamientos y 200 mil muertes; la mayoria
de éstas se presentan en paises en vias de desarrollo donde los organofosforados, ademas de ser
ampliamente usados en la agricultura, se utilizan como método de suicidio en el medio rural

(Karalliede y Senanayake, 1999).

En particular en México, la problematica es grave ya que existe un gran nimero de intoxicaciones
en el pais; tan solo en el 2008 se reportaron 3049 casos de intoxicacidn por plaguicidas (Direccién
General de Epidemiologia, 2009). Esta situacidén se debe a la falta de informacién para el manejo
de los compuestos en el sector agricola, un sector productivo importante en el pais; asi como a
gue existe también una poblacion ocupacionalmente expuesta a los compuestos organofosforados
(Lépez-Flores, et al., 2009; Palacios-Nava, et al., 1999). Es importante hacer notar que estas cifras
estan por debajo de la realidad ya que es muy probable que existan muchos mas casos de
intoxicacion en el medio rural, en donde los intoxicados no hacen uso de los centros de salud y

guedan fuera de las estadisticas.



2. ESTRUCTURA DE LOS COMPUESTOS ORGANOFOSFORADOS

Los compuestos organofosforados son ésteres o tioles derivados del acido fosfdrico, fosfénico o

fosforamidico. La estructura general de los compuestos organofosforados se muestra en la Figura
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Fig. 1. Estructura general de los compuestos organofosforados y sus productos de hidrélisis
(Singh y Walker, 2006).

Los sustituyentes R1 y R2 generalmente son grupos alquilo o arilo que estan unidos al 4&tomo de
foésforo ya sea directamente o a través de un oxigeno o un de un atomo de azufre; mientras que el
grupo X puede ser un grupo haldgeno, alifatico, aromatico o heterociclico, siendo éste el que se
libera al hidrolizar al compuesto organofosforado. El atomo unido al fésforo por un doble enlace
puede ser un oxigeno o un azufre. Los compuestos organofosforados con el enlace P=0 se
conocen como “oxones”, lo que se ve reflejado usualmente en el nombre comercial del producto;
de esta manera el paraxon es la forma con el enlace P=0 vy el paration es la forma P=S. Cabe
mencionar que muchos de los compuestos organofosforados son sintetizados con el enlace P=S;
sin embargo, éstos al ser metabolizados son convertidos en la variante “oxo” generandose un

compuesto aun mas toxico (Vilanova y Sogorb, 1999).

3. TOXICIDAD DE LOS COMPUESTOS ORGANOFOSFORADOS EN MAMIFEROS

La ruta de ingreso de los organofosforados al organismo puede ser via inhalacién, ingestién o
absorcién a través de la piel. Posteriormente estos compuestos entran al torrente sanguineo y son
distribuidos a todo el organismo, almacendndose una buena porcion de ellos en los tejidos grasos,
de donde después pueden ser liberados paulatinamente. Asi mismo una parte de ellos puede ser
degradada (via paraxonasas) y eliminada via la orina (Sogorb et al., 2004). Aunado a la anterior, los

compuestos organofosforados circulantes en la sangre son capaces de alcanzar rdpidamente las



sinapsis colinérgicas del sistema nervioso, sitio en el que ejercen su mayor toxicidad (Masson et

al., 1998).

Los OP’s inhiben la actividad de la acetilcolinesterasa al fosforilar el sitio activo de la enzima al
reaccionar con el grupo hidroxilo de la serina 203, de esta manera impidiendo que la enzima actue
sobre su sustrato fisioldgico, la acetilcolina. La acetilcolinesterasa es la enzima encargada de
degradar la acetilcolina, un neurotransmisor requerido para transmitir los impulsos nerviosos en el

sistema nervioso central y periférico (somatico y auténomo).

El recambio de la enzima en la hidrdlisis del enlace fosfato de un organofosforado puede tomar
varias horas o hasta dias dependiendo de la estructura quimica del plaguicida, debido a que es un
enlace mucho mas estable que el del acetato (proveniente de la acetilcolina), que se hidroliza por

accion del agua en unos pocos microsegundos (Fig. 2).
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Fig 2. Representacion esquematica del sitio activo de la acetilcolinesterasa en presencia de acetilcolina y de
paraxon (inhibidor)

De esta manera la acetilcolinesterasa fosforilada queda inhibida por un largo tiempo, originando la
sobre-estimulacion de los receptores nicotinicos y muscarinicos; dando lugar a los siguientes
sintomas: agitacién, debilidad muscular, fasciculacién muscular, miosis, hipersalivaciéon vy
sudoracion. En casos graves de intoxicacién se pueden presentar convulsiones, paralisis, falla

respiratoria y finalmente la muerte (Vilanova y Sogorb, 1999).



Ciertos compuestos llamados oximas (nucledfilos fuertes) contienen un atomo cargado
positivamente capaz de unirse al sitio anidnico de la acetilcolinesterasa, lo que facilita la
defosforilacién de la enzima; estos reactivadores son utilizados para combatir la intoxicacion por
OP’s. Sin embargo, cuando alguno de los dos grupos sustituyentes (R) del organofosforado se
pierde mientras que estd el plaguicida unido a la enzima (proceso llamado envejecimiento), la
acetilcolinesterasa se puede considerar inhibida irreversiblemente, siendo la sintesis de nueva
enzima el Unico proceso por el que se puede remplazar la actividad. Ademds de las oximas antes
mencionadas, la atropina también es utilizada para contender con la intoxicaiéon por OP’s, ya que
este compuesto funciona como un antagonista de la acetilcolina previniendo la unién de este
neurotransmisor a los receptores muscarinicos (Costa, 2006). Generalmente estos tratamientos
son insuficientes para contender con la intoxicacion por OP’s, encontrdndose una tasa de

mortalidad del 40% (Eyer, 2003).

La exposicién aguda o crdnica a los compuestos organofosforados esta implicada en una variedad
de desérdenes nerviosos y musculares, que tienen efectos a corto, mediano y largo plazo. Un
ejemplo de ello es el desorden conocido como polineuropatia retrasada inducida por
organofosforados (OPIDP), los sintomas incluyen temblor en las manos y pies, seguido de pérdida
de sensibilidad, debilidad muscular en las extremidades y ataxia. Estos sintomas aparecen entre
dos y tres semanas después de la exposicion al OP’s, cuando los sintomas colinérgicos han
desaparecido. Se ha observado que la lesidn se presenta en los axones mielinizados del sistema
nervioso central y periférico. En este caso se ha identificado que el blanco de los OP’s es otra

esterasa llamada Esterasa Blanco de Neuropatia (NTE) (Masoud et al., 2009).

4. FOSFOTRIESTERASA

Se ha observado que los compuestos organofosforados pueden ser transformados por una
variedad de enzimas que se encuentran distribuidas a lo largo de la escala filogenética desde las
bacterias hasta los mamiferos (exceptuando los insectos). Sin embargo, se ha puesto especial
atencién en la fosfotriesterasa (PTE) perteneciente a la bacteria Flavobacterium sp., ya que es
capaz de hidrolizar una gran variedad de compuestos organofosforados pudiendo romper enlaces

P-O, P-F, P-CN y P-S con una alta eficiencia (Tabla 1) (Singh y Walker, 2006).



Tabla 1. Compuestos organofosforados capaces de ser degradados por la PTE

. Toxicidad en Vida media en
Compuesto Estructura Tipo i i
Mamiferos* suelo (dias)
Clorpirifos 7 o Insecticida 135-163 10-120
o s N
;o’{o ™
Cl
Paratién o Insecticida 2-10 30-180
L
05;'\0
Metil paratién 5 N0 Insecticida 3-30 25-130
o g oS
Glifosato @ w3 Herbicida 3530-5600 30-174
HOJ\/NVFE;OH
Coumafos RN o o o Acaricida 16-41 24-1400
HiC._O—p~
L
CHs
Diazinon I Insecticida 80-300 11-21
Jou
o] \0\\
Fenitrotion NC.’ . Insecticida 1700 12-28
O“: 1
O/Fl"aof
O"‘“H..
Etoprofos /\\/SERS\/\ Nematicida 146-170 3-30
O~
oman 0 rma quimica - .5-2.
S A quimi 75-100** 1.5-25
7
arin 0 rma quimica - .5-2.
Sari A quimi 35-50** 1.5-2.5
.}‘“
VX Q Arma quimica 10** 4-42

s

-1 " . s . . . ™
*El valor LDsy (mg kg™) se refiere a la dosis ingerida en la cual la mitad de los animales utilizados en el ensayo muere.

. . . .2 . -1 3
**En estos casos se refiere a la dosis letal por inhalacién (mg min™ por m~).

La PTE de esta bacteria que habita en el suelo, esta codificada por el gen opd de origen plasmidico

formando parte de un transposon (Siddavattam et al., 2003). Es un dimero de 72 kD con dos



subunidades idénticas, cada una de 336 residuos de aminoacidos que se pliegan como barriles
(B/a)s, al igual que los demas miembros de la superfamilia de las amidohidrolasas a la cual

pertenece.

El sitio activo contiene dos iones zinc, habiendo cinco aminoacidos en coordinacién directa con
éstos: His55, His57, His201, His230 y Asp301. Los metales estdn puenteados por una lisina
carboxilada (Lys169) y un hidroxilo (Aubert et al., 2004) (Fig 3).

Asp-301

His-57 His-230

naa,,

His-55 Lys-201

Fig 3. Estructura tridimensional de la PTE de Flavobacterium sp. Sitio activo de la PTE (Benning et al., 2001).

El par de iones metalicos se utilizan para activar una molécula de agua que iniciarad el ataque
nucleofilico al sustrato. Asi mismo incrementan el caracter electrofilico del organofosforado al
polarizar el enlace P=0 o P=S y de esta manera hacer al fésforo mas susceptible al ataque por el
hidroxilo. El mecanismo de reaccidén propuesto para la degradacion de plaguicidas por la PTE
comienza cuando el sustrato organofosforado se une al sitio activo desplazando una molécula de
agua del ion metalico B (Fig. 4). La interaccidn del sustrato con este ion debilita la coordinacién del
hidroxilo unido al ion metalico B, lo que facilita el ataque nucleofilico de este hidroxilo al fésforo
del sustrato en una reaccidn de tipo Sy2. El enlace del grupo saliente del fenol se rompe, mientras
que el Unico protén del hidroxilo nucleofilico se transfiere al Asp-301. El dietilfosfato anidnico
ahora se encuentra puenteando a los dos cationes divalentes para finalmente disociarse del sitio
activo, de manera que el centro metalico binuclear es recargado para la siguiente ronda (Kim et

al., 2008).
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Fig 4. Mecanismo catalitico de la hidrdlisis de organofosforados (paraxon) por la PTE (Kim et al., 2008).

Es Importante mencionar que el zinc puede ser reemplazado por otros iones divalentes como el
Cd*™, Ni** o Mn*, observandose que la enzima sustituida con Co” es la isoforma mas activa

(Omburo et al., 1992).

Existe un cierto grado de especulacion sobre el origen evolutivo de la PTE debido a que no se ha
encontrado un sustrato natural para la enzima. Se cree que la actividad de fosfotriesterasa debid
de haber evolucionado durante los ultimos 60 afios, ya que antes de este tiempo no existian los
compuestos organofosforados en el ambiente. La PTE probablemente evolucioné rapidamente
para hidrolizar estos compuestos en respuesta a una limitacién en la cantidad de fosfato
inorganico, un factor limitante en el crecimiento de bacterias del suelo (Buchbinder et al., 1998).
Recientemente se ha descubierto que la PTE pudo haber evolucionado a partir de otras enzimas
existentes ya que se encontrd para esta enzima una actividad promiscua de lactonasa. A partir de
este resultado se llevé a cabo una busqueda de homdlogos en distintos genomas bacterianos
encontrandose 3 genes que codifican para proteinas con una alta actividad de lactonasa y una baja
actividad promiscua para fosfotriesterasa, llamadas lactonasas tipo PTE (PLLs). Se cree que estas
proteinas fueron el punto de divergencia para la posterior evolucidn y apariciéon de las PTE (Afriat

et al., 2006).

5. BIOFARMACEUTICOS Y PEGILACION

Las enzimas como agentes terapéuticos se distinguen de otro tipo de fdrmacos por su capacidad
de unirse y actuar sobre sus moléculas blanco con una gran afinidad y especificidad. Hoy en dia,
mas de 80 farmacos basados en polipéptidos circulan en el mercado y se estima que alrededor de
una tercera parte de los medicamentos que estan en fase de pruebas clinicas son proteinas. Sin
embargo, estas proteinas terapéuticas presentan ciertas desventajas que han limitado su uso,

dentro de las que se encuentran la susceptibilidad a la degradacién por enzimas proteoliticas, la



baja solubilidad, la rapida remocién por parte del rifidn y la capacidad de generar una respuesta

inmune (Harris y Chess, 2003).

Con el fin de superar estas desventajas se han adoptando distintas estrategias, siendo una de las
mas efectivas la modificacién quimica de proteinas con polietilenglicol (PEG) (Tabla 2). La
PEGilacion enmascara los epitopes de la proteina reduciendo asi su inmunogenicidad, impide la
entrada de enzimas proteoliticas y aumenta el tamano aparente del polipéptido reduciendo la
filtracidon renal (las particulas mas grandes se filtran mas lentamente); todo lo mencionado
anteriormente resulta en el incremento de la vida media de la proteina dentro del organismo

(Caliceti y Veronese, 2003).

El PEG es un polimero anfifilico lineal o ramificado que tiene la siguiente estructura:
HO-(CH,CH,0), —CH,CH,—OH

La habilidad del PEG de ser soluble tanto en soluciones acuosas como en solventes orgdnicos lo
hace apto para la derivatizacidon de grupos terminales asi como para la conjugaciéon quimica con
moléculas bioldgicas bajo condiciones fisioldgicas. El PEG es capaz de unir entre dos y tres
moléculas de agua por unidad de 6xido de etileno, lo que le confiere de cinco a diez veces mayor
tamafio que el que tendria una proteina del mismo peso molecular. Tanto el polimero como las
moléculas de agua asociadas a él actian como un escudo para proteger a la proteina de la
degradacion por proteasas y de la interaccidn con el sistema inmune (Roberts et al., 2002). Como
ya se ha mencionado, una de las propiedades mds importantes de una proteina PEGilada es el
incremento en su tamafio molecular resultado del gran volumen hidrodinamico del PEG. El
volumen efectivo del PEG tiene un efecto mas significativo en proteinas pequefias, ya que a nivel

macromolecular seran las propiedades del PEG las que se vuelvan dominantes (Morar, 2006).

El PEG se ha utilizado por un largo tiempo en la industria farmacéutica como excipiente debido a
su caracter no toxico dentro del organismo (Webster, 2007); sin embargo, fue tan solo hace 19
afios que el primer medicamento de origen proteico conjugado con PEG salié al mercado (Tabla 2).
Hoy en dia distintas clases de proteinas tales como enzimas, hormonas, citocinas y anticuerpos,

estan siendo PEGiladas con el fin de mejorar su capacidad como biofarmacos. Desgraciadamente



este tipo de modificacién quimica viene acompafiada en muchos casos por pérdidas en la actividad
bioldgica de las proteinas (Pasut y Veronese, 2007); aunque cabe destacar que se han encontrado
ejemplos donde la PEGilacidon da como resultado un aumento en la actividad de algunas enzimas

(Tinoco y Vazquez-Duhalt, 1998).

Tabla 2. Fdrmacos basados en proteinas modificadas con PEG que se encuentran hoy en dia en el
mercado (Veronese y Pasut, 2005).

Proteinas PEGiladas Tipo de PEGilacion An.o 'Ele ., Enfermedad
comercializacion
PEG-asparaginasa (Oncaspar®) Azarosa, PEG lineal 1994 Leucemia linfoblastica aguda
. . . Inmunodeficiencia combinada
PEG-Adenosina deaminasa (Adagen®)  Azarosa, PEG lineal 1990

severa

A PEG
PEG-interferén a.2a (Pegasy®) r;;ri?iscaa’do 40 kDa 2002 Hepatitis C

Hepatitis C, y ensayos clinicos
2000 para cancer, esclerosis
multiple, VIH/SIDA

Azarosa, PEG lineal

PEG-interferon a2a (PEG-Intron®) 12 kDa

Tratamiento contra
2002 neutropenia durante
quimioterapia

Selectiva, PEG

PEG-G-CSF (Pegfilgrastim, Neulasta®) lineal 20 kDa

PEG-antagonista del receptor para la
hormona del crecimiento Azarosa, PEG lineal 2002 Acromegalia
(Pegvisomant, Somavert ®)

En la actualidad existen varias estrategias para conjugar el PEG a las proteinas que dependen del
grupo quimico con el que es activado el polimero. Generalmente la modificacion va dirigida a los
grupos amino libres de las lisinas y el N-terminal pudiéndose llevar a cabo una reaccién de
alquilacién, en donde se mantiene la carga positiva del grupo amino al formarse una amina
secundaria, o una reaccidn de acilacién en donde se pierde la carga positiva del grupo amino.
También es posible modificar quimicamente el grupo tiol de las cisteinas no involucradas en
puentes disulfuro, lo cual ha dado lugar a una PEGilacion mas selectiva ya que este aminodacido
tiene una frecuencia de aparicién en las proteinas mucho menor que la de las lisinas (Veronese y
Pasut, 2005). De manera mas reciente se ha encontrado la posibilidad de modificar el grupo amida

de los residuos de glutamina de manera enzimatica gracias a la transglutaminasa (Mero, 2009).



En cuanto al tipo de PEGilacién, consideramos que es azarosa cuando no va dirigida al grupo
amino de alguna lisina u N-terminal en particular; mientras que en una modificacidn selectiva la
conjugacién con el PEG va dirigida al grupo amino (generalmente el N-terminal) o tiol de un

aminodcido en especial en la proteina.



ANTECEDENTES

Posterior a numerosas investigaciones militares y confidenciales sobre la proteccidon contra las
armas quimicas, se ha planteado desde la década de los afios noventa la posibilidad de utilizar a la
PTE como agente terapéutico contra la intoxicacion por plaguicidas organofosforados. La
proteccion contra el envenenamiento por estos plaguicidas estd dada por la remocién del
organofosforado por la PTE en el torrente sanguineo antes de que inhiba a la acetilcolinestarasa

(Vilanova y Sorgob, 1999).

En una primera aproximacion, la PTE fue inyectada de manera intravenosa a ratones previamente
intoxicados con paraoxon, encontrandose una disminucion de la inhibicion de la
acetilcolinesterasa, asi como un incremento de cinco veces de la hidrélisis del plaguicida en el
suero de los ratones tratados con la enzima (Kaliste-Korhonen et al., 1993). Sin embargo se ha
observado que la PTE es eliminada relativamente rapido del organismo, calculandose un tiempo
de vida media de 100 min en un modelo murino (Masson et al., 1998). Es por esta razén que para
reducir una posible respuesta inmunoldgica y la degradacién de la enzima por proteasas se han
explorado distintas estrategias entre las que se encuentran la encapsulacion de la PTE en
eritrocitos (Pei et al., 1994) y en liposomas (Petrikovics et al., 1999), asi como la terapia
extracorporal (Masson, et al., 1998). Sin embargo, como se explicard a continuacidn, estas

estrategias presentan ciertas desventajas, y se han quedado en fase experimental.

El problema al utilizar eritrocitos es que se presentan bajas eficiencias en la encapsulacion de la
proteina (alrededor del 30%), no pueden ser almacenados por mucho tiempo y requieren, previo a
ser inyectados, que se corrobore el tipo de sangre o de la realizacién de transfusiones autdlogas
(Sogorb et al., 2004). En el caso de los liposomas éstos son vehiculos susceptibles a cambios en el
pH, temperatura y a degradacién por lipasas, ademas de presentarse una limitacidon en cuanto a la
transferencia de masa (entrada del plaguicida a la vesicula). Asi mismo los liposomas circulantes
en la sangre, ademas de presentar cierta fuga de la droga que encapsulan, entran rdpidamente a
ciertos érganos como el higado, los rifiones, el vaso y los nddulos linfaticos. Se ha observado
también que estos vehiculos son capaces de activar proteinas del complemento, causando
reacciones pseudoalérgicas que pueden dafiar las células del corazén y del higado (Harris y Chess,

2003).



En cuanto a la terapia extracorporal como alternativa para contender con el envenenamiento con
OP’s, en donde la PTE es inmovilizada dentro de un cartucho al que se le hace circular la sangre del
organismo intoxicado (Masson, et al.,, 1998), es poco viable debido a los costos y a la
implementacion de estos aparatos en clinicas pequefias en donde se tratan la mayoria de las

intoxicaciones por plaguicidas.

Existen también trabajos en donde se han ocupado otras enzimas, ademas de la PTE, capaces de
hidrolizar compuestos organosfosforados, tal es el caso de la enzima paraxonasa humana (HuPON)
y la butirilcolinesterasa humana (HuBuChE); sin embargo, estas enzimas presentan una baja

actividad y son insuficientes para desintoxicar a un organismo (Vilanova y Sogorb, 1999).



HIPOTESIS

A partir de la modificacién quimica de la PTE se generard una particula cataliticamente activa y no
inmunogénica, como alternativa para contender con la intoxicacidn por compuestos

organofosforados.

OBIJETIVOS

Objetivo General

Obtener y caracterizar una particula de fosfotriesterasa modificada quimicamente, que sea

cataliticamente activa e inmunolégicamente inerte.
Objetivos Particulares

1. Expresar heterdlogamente el gen opd que codifica para la fosfotriesterasa de
Flavobacterium sp. en E. coli.

2. Manipular el gen de la PTE para obtener un mondmero con actividad catalitica.
3. Clonar el gen en un vector de expresidon con el fin de purificar la PTE y obtenerla en

cantidades suficientes.
4. Estudiar el comportamiento catalitico de la PTE modificada superficialmente con
polietilenglicol (PEG).

5. Estudiar la actividad inmunogénica de la particula catalitica.



MATERIALES Y METODOS

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Obtencion del gen opd a
partir de Flavobacteriumsp.

!

Clonacion del gen opd en

\L E. coli. (pT4 y pET24a)
Mutagénesis sitio dirigida E?. /
del gen opd Expresion de la PTE en E.
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Si PEGilacién de la PTE

{mPEG-NHS lineal 10 kD)

|
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Caracterizacion de la PTE-PEG Inmunoensayos
Determinacion Determinacion Degradacion Inmunizacion ELISAS
% de de parametros con tripsina de conejos cruzados
madificacion cinéticos {PTEy PTE-
(via OPA) (ko ¥ Knad PEG)
PLASMIDOS

e pT4 ( resistencia a kanamicina, promotor Ptrc, inducible por IPTG)
e pET24a (Novagen®, resistencia a kanamicina, promotor T7, inducible por IPTG, His-tag)



CEPAS (E. coli)

e DH5a
e BL21(DE3)
e (41 (DE3)

1. Clonacidn del gen opd en E. coli.

1.1 Inserto: gen opd

Flavobacterium sp. ATCC® #27551

A la cepa liofilizada se le afiadieron 5 mL de medio TSquido (Bacto™ Tryptic Soy Broth). Se tomaron
300 pL de la cepa resuspendida para inocular 3mL de medio TS y se dejo crecer por 16 h a 30 °C
con agitacién constante. Posteriormente se tomdé una asada del cultivo para estriar en una caja de

Petri con medio TSy 40 Y S€ dejé crecer por 16 h a 30 °C. Se obtuvieron colonias aisladas.
Purificacion de plasmido

Se inoculdé una colonia de Flavobacterium sp. en 3 mL de TS y se incubd a 30 °C durante 16 h.
Posteriormente se colectaron las células por centrifugacion y se purificé el plasmido por lisis
alcalina, con soluciones y columnas de Roche® (High Pure Plasmid Isolation Kit), obteniéndose el

plasmido a una concentracion de 65 ng/ulL.
Amplificacién del gen opd

Se disefiaron los siguientes oligonucledtidos para amplificar el gen opd sin la secuencia que
codifica para el péptido seial y con la insercién de sitios de restriccion para permitir la posterior

ligacién del gen en el vector.

Nde5’opd 5" AGA TAT ACA TAT GTC GAT CGG CACAGG C 3’
Xho3’opd 5’ GGT GCT CGA GTG ACG CCCGCAAGGT3’

Los oligonucledtidos fueron sintetizados en la Unidad de sintesis del Instituto de Biotecnologia,

UNAM.



Posteriormente se llevd a cabo una reaccién de PCR con gradiente de temperatura utilizando
como templado el plasmido de Flavobacterium sp. purificado anteriormente. Se llevd a cabo la

reaccién en el equipo “iCycler” de Bio-Rad® bajo el siguiente programa.

No. Ciclos = Temperatura Tiempo

1 94 °C 2’
5 94 °C 40”
41-47°C 40”
72°C 1:30”
20 94 °C 40’
55°C 40’
72°C 1:30”
1 72 °C 10’

La temperatura a la cual se obtuvo una mayor produccién de inserto sin la amplificacion de otras
secuencias que no fueran el gen en cuestién fue la correspondiente a la temperatura de 46 °C. La
reaccion se limpid utilizando las soluciones y columnas de Roche® para purificacién de productos

de PCR (High Pure PCR Product Purification Kit).

Digestion del producto de PCR con Ndel/Xhol
El producto de PCR fue digerido con 30 unidades de enzima Ndel y 30 unidades de enzima Xhol
(New England Biolabs®) en la solucién amortiguadora indicada por el proveedor (Buffer 2). El

volumen total de la reaccion se llevé a 50 pL y se incubd a 37 °C por 16 h.

La digestion se corrid en un gel de agarosa grado DNA (Bio-Rad®) al 1% en soluciéon amortiguadora
TAE. Se cortd la banda correspondiente a 1 kb y se hizo la extraccion de DNA del gel de agarosa
utilizando soluciones y columnas de Roche® para purificacién de productos de PCR (High Pure PCR

Product Purification Kit). Se recuperaron 30 pL de producto a una concentracién de 75 ng/uL.

1.2 Vectores: pT4 y pET24a

Para poder llevar a cabo la ligaciéon del gen opd con el vector se procedid a linearizar los dos

plasmidos con los que se cuentan.



Digestion de pT4

El plasmido pT4-PRAI-CAT (Farias Rico, 2005) se digirié con 30 unidades de enzima Ndel y 30
unidades de enzima Xhol (New England Biolabs®) en la solucion amortiguadora indicada por el

proveedor (Buffer 2). El volumen total de la reaccion se llevé a 50 pL y se incubd a 37 °C por 16 h.

La digestion se corrid en un gel de agarosa grado DNA (Bio-Rad®) al 1% en soluciéon amortiguadora
TAE. Se cortd la banda correspondiente a 2 kb y se hizo la extraccion de DNA del gel de agarosa
utilizando soluciones y columnas de Roche® para purificacién de productos de PCR (High Pure PCR

Product Purification Kit), se recuperaron 30 pL a una concentracion de 25 ng/uL.
Digestion de pET24a

Se digirié también el vector pET24a (Novagen®) con 25 unidades de enzima Ndel y 25 unidades de
enzima Xhol (New England Biolabs®) en la solucidn amortiguadora indicada por el proveedor

(Buffer 2). El volumen total de la reaccion se llevé a 40 pL y se incubd a 37 °C por 16 h.

La digestion se corrid en un gel de agarosa grado DNA (Bio-Rad®) al 1% en solucién amortiguadora
TAE. Se cortd la banda correspondiente a 5.3 kb y se hizo la extraccién de DNA del gel de agarosa
utilizando soluciones y columnas de Roche® para purificacién de productos de PCR (High Pure PCR

Product Purification Kit), se recuperaron 30 pL. Se recuperd en una concentracion de 25 ng/ulL.

1.3 Obtencidn de pT4-opd Y pET24-opd

Ligacion pT4/pET24 con el gen opd

La ligacidon se realizd con la enzima T4-DNA ligasa (New England Biolabs®) en la solucion
amortiguadora indicada por el proveedor incubando a 16 °C durante 16 h. La reaccién se llevd a

cabo en una relacion molar vector:inserto de 1:3.

Para concentrar los productos de la reaccién y eliminar el alto contenido de sales de la solucidn
amortiguadora se realizé una extraccién con butanol, posteriormente se lavé con etanol al 100% y

finalmente se resuspendié en 10 plL de agua tetradestilada.



Transformacion de células por electroporacion

Con el fin de corroborar la insercion del gen en el vector se procedid a transformar E. coli para la
produccién de plasmido y su posterior secuenciacién. Para ello se mezclaron 60 pL de células
competentes E. coli DH5a con 2 pL de la ligacién, ya sea del plasmido pT4-opd o del pET24-opd.
Las células se pasaron a una celda de 0.1 cm y se sometieron a un choque eléctrico de 1.8 V, para

posteriormente ser recuperadas en medio SOC con agitacién constante durante 1 ha 37 °C.

Se plaquearon 300 L de las electroporaciones en cajas con LB con kanamicina y se dejo crecer por

16 ha37°C.

Se verificé la presencia del inserto (gen opd) por una reaccién de PCR de colonia con los siguientes

oligonucledtidos.

oT4 pT4fw 5’ GAC ATA TAA ACG GTT CTG GCA 3’
pT4rev 5" GCC AGT GAATTG TAATAC GAC 3’

DET24 T7primer 5" TAA TAC GAC TCA CTATAG GG 3’
pET24rv 5" GCT AGT TAT TGC TCA GCG GTG 3’

Se llevd a cabo la reaccion en el equipo “iCycler” de Bio-Rad bajo el siguiente programa.

No. Ciclos Temperatura Tiempo

1 94 °C 4

25 94 °C 1’
55°C 1’
72 °C 1:15”

1 72°C 10’

Secuenciacion

Se pusieron a crecer 2 clonas al azar de cada uno de los vectores para purificar plasmido por lisis
alcalina, con soluciones y columnas de Roche® (High Pure Plasmid Isolation Kit). Finalmente se
mandaron a secuenciar los plasmidos en la unidad de secuenciacion del Instituto de Biotecnologia,

UNAM.



His-T:
ad Xhol

Ndel 264

pT+ pET-24a(+)

6319bp

3026 bp

Transformacion de las cepas BL21(DE3) y C41 con plasmido pET24-opd

Con el fin de obtener expresidon de las proteinas de interés cuyos genes estan clonados en el
sistema pET es necesario utilizar cepas BL21 o sus derivados, como es el caso de la cepa C41, ya
que cuentan en el cromosoma con una copia de la T7 RNA polimerasa, indispensable para
transcribir genes bajo el control del promotor T7. Es por ello que se procedid a insertar el plasmido

pET24-opd en estas cepas.

Se mezclaron 60 pL de células quimiocompetentes E. coli BL21 (DE3) con 1 ulL de plasmido pET24-
opd. Las células se incubaron en hielo por 30 min, posteriormente se dio un pulso de calor a 42 °C
por 1:30 y finalmente se incubaron otros 2 min en hielo. Se recuperaron las células en medio SOC

con agitacidn constante durante 1 ha 37 °C.

Se sembraron 300 pL de la transformacién en cajas con LB con kanamicina. Se dejoé crecer por 16 h

a37°C.

Expresion de la PTE y extraccion total de proteinas

Se hizo la extraccidn de proteinas totales para los siguientes cultivos: pET24o0pd (BL21); pET240pd
(C41); pT4opd (DH50); cepa DH5a; BL21 y C41.

Se inocularon 50 mL de medio LB mas kanamicina con 0.5 mL del precultivo correspondiente. Los

cultivos se dejaron crecer a 37 °C hasta alcanzar una OD de 1.3. En este punto los cultivos se



indujeron con 0.5 mM de IPTG y se agregé 0.5 mM de ZnCl,. Los cultivos se dejaron crecer por 12 h

mas a 20 °C.

Posteriormente se centrifugaron los cultivos en frio a 5000 rpm por 5 min, se resuspendio el
precipitado obtenido con 2 mL de buffer de fosfatos 10 mM pH 7 para después centrifugar
nuevamente. Se resuspendié el precipitado en 2 mL de agua destilada para después sonicar 2 min
(6 s de pulso con 6 s de descanso) en frio. A continuacion se centrifugd en frio a 10 000 rpm
durante 10 min. El sobrenadante se considerd el extracto enzimatico con el que se trabajara

posteriormente.

1.4 Evaluacion de la actividad en pT4-opd y pET24-opd

Ensayo de actividad

Se midioé en el espectrofotdmetro la aparicidn del producto (p-nitrofenol) de la hidrélisis del metil
paratién a 400 nm por 3 min (g490 = 1.7 X 10" M™*cm™) (Aubert, 2004). La reaccién se llevé a cabo

de la siguiente manera:

Buffer Tris-HCI (pH 9, 10 mM) 782 uL
Metil Paration (40 uM) 8 uL
Extracto enzimatico 200 uL

Medicion de concentracion de proteina por Bradford

La proteina se determind con el reactivo de BioRad® (Protein Reagent Assay)

espectofotometricamente a 595 nm usando albumina de suero bovino como estandar.

Reactivo de Bradford 200 pL
(BioRad®)

Agua destilada 800 uL
Extracto enzimatico 2 uL




2. Manipulacién del gen de la PTE para obtener un mondmero con actividad

catalitica

2.1 Mutagénesis sitio dirigida

La mutagénesis sitio dirigida se llevé a cabo utilizando el protocolo del QuickChange Site-Directed

Mutagenesis Kit (Stratagene).

Los siguientes oligos fueron diseifados:

R152Afw 5" CAC ACA GTT CTT CCT GGC TGA GAT TCAATATGG C 3’
R152Arv 5" GCC ATA TTG AAT CTC AGC CAG GAAGAACTG TGT G 3’
S137Afw 5" GTT CGA CCC GCC ACT TGC GAT GCG ATT GAG G 3’
S137Arv 5" CCT CAA TCG CAT CGC AAG TGG CGG GTCGAAC ¥
R142Afw 5" CTT GCG ATG CGA TTG GCG AGT GTA GAG GAACTC 3’
R142Arv 5" GAG TTC CTC TAC ACT CGC CAA TCG CAT CGC AAG 3’

2.2 Western Blot

Para evaluar la produccion de PTE soluble d ela distintas mutantes se procedid a hacer un western
blot. En primera instancia se cargaron y corrieron en un gel de acrilamida al 12% los extractos
enzimaticos de las siguientes clonas: S137A, R152A, S137A/R152A, S137A/R141A/R152A. También

se cargo en el gel la PTE silvestre purificada y el extracto protéico de la cepa C41 como controles.

Para llevar a cabo el western blot primero se transfirieron las proteinas separadas por SDS-PAGE a
una membrana de nitrocelulosa que posteriormente fue bloqueada con una solucién de BSA al 5%
en PBST O/N a 4° C. A continuacién se lavd 3 veces con PBST por 10 min y se le agregé el
anticuerpo monoclonal Anti-poliHistidina-Fosfatasa alcalina (Sigma) en una relacién 1:2000 en
solucién PBST con 0.1% de leche, se incubd durante 1 h y se lavd 3 veces con PBST. Finalmente se
adicion6 a la membrana reactivo BM Purple (NBT/BCIP ready-to-use) (Roche) hasta observar la

aparicidn de bandas.



2.3 Cromatografia de filtracion en gel

Con el fin de comparar el tamafio de la PTE S137A con el de la PTE silvestre se llevd a cabo una
cromatografia de filtracidn en gel cuyo principio es la separacion de moléculas en base a su peso
molecular. Se utilizé una columna TSK-G3000PWy, con un flujo de 0.4 mL por minuto con una
duracidn por corrida de 25 min, en un equipo de HPLC. Se inyectaron las muestras de proteinas de
la PTE silvestre y la PTE S137A, el buffer de corrida fue buffer de fosfatos 20 mM pH 8. Se

colectaron las fracciones cada minuto y se midié la actividad enzimatica.

3. Purificacion de la PTE

Se puso un precultivo O/N de 3 mL de LB con Km, se tomaron 500puL para inocular un cultivo de 50
mL (LB con Km) el cual se dejé crecer a 37 °C hasta que alcanzara una densidad dptica de 2 OD. A
continuacién se inoculd 1L de LB (con Km) con los 50 mL del cultivo anterior y se dejé crecer hasta
alcanzar entre 0.4-0.6 OD. En este punto se indujo con 0.5 mM de IPTG y se le adiciond 0.5 mM de
ZnCl,. Se dejo crecer por 14 h a 25 °C.

Posteriormente el cultivo se centrifugd a 3840 x g por 5 min, se resuspendieron las células en
buffer A y se sonicd la muestra. Se centrifugé a 22100 x g por 20 min a 4 °C. Se recuperd el

sobrenadante y se pasé por un filtro de 0.22 um.

La purificacién se llevd a cabo en un sistema de cromatografia atmosférica EconoSystem de Bio-
Rad® utilizando una columna HiTrap Chelating HP (Amersham Biosciences®) de 5 mL cargada con

niquel. Se siguieron los siguientes pasos:

1) Se equilibré la columna con Buffer A con un flujo de 3 mL/min con 10 volimenes de
columna.

2) Unidn de la PTE a la columna haciendo pasar el extracto enzimatico filtrado a una
velocidad de 1.5 mL/min.

3) Elucion de proteinas con pegado inespecifico con 10% de Buffer B con un flujo de 3
mL/min por 10 min.

4) Gradiente de imidazol llevado a cabo con Buffer B del 10% al 60% con un flujo de 3 mL/min

durante 20 min. Las fracciones se colectaron cada minuto.



50 mM Boratos
300 mM NacCl

1 mM Imidazol
pH 8.5

50 mM Boratos
300 mM NacCl
500 mM Imidazol
pH 8.5

Buffer A (Unidn)

Buffer B (Elucion)

Se corrobord la eficiencia de la purificacién por medio de una electroforesis SDS-PAGE al 12%.

Las fracciones que contenian la proteina de interés se concentraron utilizando un AMICON con
una membrana de corte molecular de 3000 daltones. Posteriormente se hicieron varios lavados
con un buffer de boratos 50 mM pH 8.5, 200 mM de NaCl y 100 mM de sacarosa con el fin de ir
disminuyendo el porcentaje de imidazol en la muestra y que ésta no se precipitara. Se redujo el
volumen de la muestra usando centricones VIVASPIN (Sartorius®) de corte molecular de 10 000

daltones.

Finalmente se midié la concentracidn de proteina por el método de Bradford, usando los reactivos

de Bio-Rad® como se describid anteriormente.

4. Modificacion quimica de PTE con polietilenglicol (PEG).

4.1 Identificacion in silico de los residuos de lisina en la PTE

Con la ayuda del programa PyMOL se identificaron los residuos de lisina que se encuentran
expuestos en la superficie de la PTE, ya que éstos son los residuos de aminodcidos que seran

modificados al unirse covalentemente con el PEG.

4.2. Medicion del porcentaje de activacion del PEG-NHS lineal de 10 kD (Nektar®)

Para determinar qué porcentaje del PEG seguia activado con NHS se llevd a cabo una reaccidn con

glicina y TNBS, este ultimo compuesto reacciona con los grupos amino libres.



Se prepard una solucién de glicina de 0.2 mg/mL, asi como una solucién de concentraciones

equimolares de PEG y glicina disueltos en buffer de boratos 0.2 M pH 8, estd ultima se dejé

reaccionar por 30 min a temperatura ambiente.

Blanco (uL) Gly (pL)* Mezcla (pL)?
B. Boratos (0.2M pH9) 950 950 950
B. Boratos (0.2|V| pH 8) 25 25 (de la solucion 25 (de la mezcla de
0.2 mg/mL) reaccion PEG-Gly)
TNBS (concentrado) 1.25 1.25 1.25
. oH HN— Gly
’ 0:{‘-‘,:0 0=5=0
vt oon L we s ol e, 4 Hso
NO, NO,
Compuesto amarillo
OH OH
2 | |
0=5=0 0=5-0
Gly-PEG + O.N NOp —— 5 ON NO, + Gly-PEG
{Gly conjugadacon PEG)
NG, NO,
Compuesto fransparente

Después de transcurrido el tiempo, se leyd en el espectrofotdmetro a una A=420 la absorbancia de

las distintas preparaciones y se calculd el porcentaje de activacion de la siguiente manera:

_ . Absmezcla
04 Activacion = W = 100
s Gly

4.3 Reaccion de PEGilacion con PEG-NHS lineal de 10kD

Para llevar a cabo la modificacidon quimica la PTE se utilizd metoxiPolietilenglicol (mPEG) de 10kD
activado con N-hidroxisuccinimida. Por cada lisina y N-terminal presente en la PTE se agrega un
exceso de 15 moles de PEG. La reaccion se llevé a cabo en Buffer de boratos (pH 8.5 50 mM, 200

mM de NaCl) y se dejé agitando a temperatura ambiente durante 4 h.



Posteriormente se eliminé el PEG que no reacciond con los residuos de lisina de la PTE utilizando

centricones VIVASPIN de un corte de 30kD haciendo varios lavados.

La concentracion final de la proteina PEGilada se midié por el método de BCA utilizando el kit de

Pierce® (BCA Protein Assay Kit).

4.4 Determinacion de los pardmetros cinéticos (kcat y KM) de la proteina PEGilada

Los ensayos de actividad se llevaron a cabo midiendo en el espectrofotémetro la aparicién del
producto de hidrdlisis (p-nitrofenol) del metil paratién a 400 nm por 1 min (g0 = 1.7 X 10* M'cm’
') (Aubert, 2004) con distintas concentraciones de sustrato: 0, 40, 60, 100, 150, 200, 300, 400 UM,

La reaccion se llevd a cabo en buffer de Boratos (pH 8.5, 50 mM) en un volumen total de 0.5 mL.

Los valores de Ky, y ke fueron obtenidos por medio del programa Enzyme Fitter (Biosoft,

Cambridge UK).

4.5. Caracterizacion de los conjugados PTE-PEG

Cromatografia de filtracién en gel

Se utilizé una columna TSK-G3000PWy, con un flujo de 0.4 mL por minuto con una duracién por
corrida de 25 min, en un equipo de HPLC Perkin Elmer. El buffer de corrida fue buffer de fosfatos

0.1 M, NaCl 0.2 M pH 7.2 con 20% de acetonitrilo.

SDS-PAGE

Se prepard un gel de acrilamida al 12% en donde se cargaron 10 ug de la enzima nativa asi como

de la PTE PEGilada.

Porcentaje de modificacidn via OPA

Se calculé el porcentaje de modificacion de la PTE por el PEG haciendo una cuantificacién de

aminos primarios. El procedimiento se realizé utilizando o-ftaldehido (OPA) en medio alcalino y en



presencia de un agente reductor para producir un compuesto fluorescente. La reaccion se llevo a

cabo de la siguiente manera:

0.15 mL (10 mg OPA/mL etanol)
Solucién 1  0.15 mL (5 pL B-mercaptoetanol/mL etanol)
9 mL (Buffer de boratos 40 mM pH 10)

Se afiadieron 5 pL de una solucién de Brij 35 (100 mg/mL) a 500 pL de la soluciéon 1 mas 0.068
nmoles de PTE o de PTE PEGilada. Después de 3 min de reaccidn, se leyo la intensidad de la
fluorescencia usando una longitud de excitacién de 335 nm y una longitud de emision de 440 nm.

Se utilizé un slit de 2.5. (Ayala, M., 2002)

5. Estabilidad a degradacion por proteasas

Tanto la PTE sin modificar (3.4 pg) como la PTE PEGilada (3.4 pg) se incubaron a 37 °C con tripsina
(0.1 mg/mL) en buffer de boratos 50 mM pH 8.5. Se fue tomando muestra a los 30, 60 y 90 min

para posteriormente medir el porcentaje de retencidn de actividad.

6. Inmunoensayos

6.1. Inmunizacién de conejos

Se utilizaron dos conejos (New Zealand, hembras) para llevar a cabo las inmunizaciones. A uno de
ellos se le inyectd la PTE nativa, mientras que al segundo se le inyecté la PTE PEGilada. El esquema

de inmunizacién fue el mismo para los dos conejos.

Inmunizacion Dosis antigeno Tipo de Volumen inyectado
(ug) / conejo adyuvante por conejo (ulL)
1 20 CF 500
2 20 IF 500
3 20 IF 500
4 50 IF 500




El antigeno (en 250 pL de PBS), se mezcld a partes iguales con el adyuvante de Freund (Rockland).
Cada inmunizacién fue espaciada por 10 dias. Antes de la primera inmunizacion de los conejos se
llevo a cabo una sangria preinmune (control). A la segunda inmunizacién se extrajeron 2 mL de
sangre, por conejo, para monitorear titulos por ELISA. A partir de esa inmunizacién y hasta la
cuarta se procedid de la misma manera. Veinte dias después de la cuarta inmunizacién, los

conejos se sangraron a blanco. Se extrajo suero crudo y se almacend a -20° C hasta su uso.

6.2. Medicion de titulos por ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay).

La titulacidn de los anticuerpos a partir de sueros se llevd a cabo por Inmunoensayos enzimaticos.
Los titulos se definieron como la dilucidn del suero hiperinmune, en la cual se encuentra la mitad

de la absorbancia maxima.

La prueba de ELISA consistié en (Gonzalez-Juarez, 1997):

a) Sensibilizar placas de 96 pozos para ELISA (NUNC™ Brand products) con una solucién de
antigeno (PTE o PTE-PEG) a una concentracion de 1 pg/ml reconstituida en una solucién 100 mM
carbonato/bicarbonato pH 9.5. Por cada pozo se colocaron 100 ul hasta la columna 11, ya que el

carril 12 fue el control negativo. La placa se incubé toda la noche a 4°C.

ELISA HOMOLOGO ELISA HOMOLOGO / HETEROLOGO
SUERO ANTIGENO SUERO ANTIGENO
Preinmune { |* ] [ —, PTE
a ; anti- | J
12 sangria PTE PTE
i & - PTE-PEG
22 sangria { PTE- - N
PEG anti- F PTE
32 sangria ‘[ PIE-1 |y ]
J PEG L PTE-PEG

b) Una vez concluida la incubacién, la placa se lavo tres veces con 200 ul de solucién de lavado
(0.05 M Tris/HCl pH 8 + 0.15 M NaCl + 0.05% Tween 20). Este proceso se repitid entre cada paso a

lo largo de todo el protocolo.

c) Posteriormente se bloquearon las uniones inespecificas con 200 pl de solucion de bloqueo (0.05

M Tris/HCl pH 8 + 0.5% gelatina + 0.2% Tween 20), durante dos horas a 37°C.



d) Se hicieron diluciones seriadas de los sueros, comenzando con una diluciéon 1:30 en buffer de
reaccion para ELISA (0.05 M Tris/HCl pH 8 + 0.5 M NaCl + 0.1% de gelatina + 0.05% Tween 20). En
cada pozo se adicionaron 100 pl de la solucidn de reaccion para ELISA y se mezclaron 50 pl/pozo
de la dilucion del suero en la columna 1, para proceder a las diluciones seriadas hasta la columna

10 dejando la 11y 12 como controles. Se incubd por una hora a temperatura ambiente.

e) Después se incubd el segundo anticuerpo anti-conejo (goat anti-rabbit IgG 1mg/mL, Zymed®)
acoplado a fosfatasa alcalina usando una dilucion 1:750 en solucién de reaccién para ELISA,

poniendo 100 pl/pozo. Se incubd una hora a temperatura ambiente.

f) La reaccidn se reveld con 100 pl/pozo de sustrato PNPP (100x), incubandose por 15, 30 y 60
minutos a temperatura ambiente. Transcurrido cada uno de los tiempos se procedio a leer la placa

en un lector de ELISA (modelo Bio-Rad 550) a 405 nm.

Para determinar los titulos de las lecturas obtenidas, las curvas sigmoideas se generaron con el
programa GraphPad Prism (Versién 2; GraphPad Software, Inc. San Diego, CA). El punto de
inflexidon se calculd ajustando los datos experimentales para cada antigeno y cada suero por

regresion no-lineal de las curvas sigmoideas.



RESULTADOS y DISCUSION

1. CLONACION DEL GEN opd EN E. coli

Se decidié clonar el gen que codifica para la fosfotriesterasa de Flavobacterium sp. en Escherichia
coli debido al facil manejo de esta bacteria en el laboratorio, asi como a las altas tasas de
crecimiento que presenta. El gen opd fue amplificado a partir de uno de los plasmidos presentes
en Falvobacterium sp. por medio de un PCR dando lugar a un fragmento de alrededor de 1 kb,

resultado congruente con lo esperado (Fig 5).

Con el fin de encontrar el vector en el que la expresidon de la proteina fuera mas eficiente se
introdujo el gen opd de manera satisfactoria en dos pldsmidos con caracteristicas distintas. En
ambos casos, el gen fue clonado sin los nucleétidos que codifican para los primeros 29
aminoacidos, correspondientes a un péptido sefial, necesario en el organismo nativo para dirigir la
proteina a la membrana, pero que en E. coli. genera una reduccidn en la expresion de la proteina

(Mulbry y Karns, 1989).

El plasmido pET24a es un vector disefiado especificamente para la expresidon de proteinas
recombinantes, en donde se produce la proteina de interés exclusivamente cuando se induce con
IPTG. Ademds, cuenta con una secuencia que codifica para un HisTag que se encontrara en el
extremo carboxilo de la proteina a expresar. Por otro lado en el vector pT4, la proteina de interés
estd bajo el control del promotor Ptrc que aunque también es inducible por IPTG se presenta

cierta expresién basal de la proteina.

opd -pT4 pET24

5000 pb n—

Fig. 5. Gel de agarosa (1%) en donde se muestran los vectores
pT4 / pET24 linearizados y el inserto (gen opd)




Posteriormente, para corroborar que el gen opd se expresa de manera correcta en E. coli, se
hicieron ensayos de actividad utilizando extractos enzimaticos de las distintas construcciones y en
distintas cepas. Como se observa en la Fig. 6, se encontré una mayor actividad cuando el gen esta
clonado en el vector pET24 comparado con la que se logra en el vector pT4; debido posiblemente
a que el gen de interés se encuentra bajo el control de un promotor transcripcional mas fuerte o a
que las cepas BL21 y C41 presentan una mayor tasa de crecimiento que la DH5a.. También se
observa un pequefio incremento en la actividad cuando el vector pET240pd es crecido en la cepa
C41. Esta cepa es derivada de la BL21 y se ha utilizado principalmente para expresar proteinas que
son toxicas para E. coli, debido a que presenta una mutacién (no caracterizada) que previene la
muerte de la célula (Miroux y Walker, 1996). A pesar de que la PTE no presenta toxicidad, el
utilizar esta cepa tiene un efecto favorable en la expresidn de la proteina. Es por lo antes

mencionado que se utilizara el vector pET24opd en la cepa C41 para la expresiéon de la PTE.
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Fig. 6. Actividad especifica de los extractos enzimaticos. Condiciones: 12h a 25° C, 0.5 mM de
chlz.

Otros factores importantes que se tomaron en cuenta para una mejor expresion de la PTE fueron
la temperatura de crecimiento y la inclusion de zinc en el medio de cultivo. Se decidié crecer las
células a una temperatura de 25 °C, ya que fue encontrado por Kang y colaboradores (2006) que
es la temperatura éptima para obtener una mayor expresion de la proteina. A pesar de que a
temperaturas mds altas se favorece una mayor tasa de transcripcion, se puede promover también
el mal plegado de las proteinas que en ultima instancia generara cuerpos de inclusién. Por otro
lado, y debido a que la PTE necesita de iones metalicos para llevar a cabo la catélisis, se agregd 0.5
mM de zinc al medio de cultivo para promover la formacién de una mayor proporcién de enzima

activa (Kang et al., 2006).



2. OBTENCION DEL MONOMERO

Con el fin de producir una particula catalitica pequefna y con una mejor relacion PEG-Proteina que
pudiera presentar una menor inmunogenicidad, se procedié a generar la fraccion monomérica de
la PTE disociada. Si logramos obtener una reducciéon en el peso molecular de la proteina al
monomerizarla (de 72 kD a 36 kD), haremos mas significativo el efecto del volumen hidrodindamico
del PEG, por lo que a nivel macromolecular seran las propiedades del polimero las dominantes en

la particula.

Para conocer cudles son los aminodacidos implicados en la formacidn del dimero, se recurrié una
base de datos llamada pdbsum, en donde se muestran los 28 aminoacidos involucrados en la

dimerizacién de la PTE (Fig 7).

CadenaA CadenaB

Arg6? @D, @D Glul59
Glu159 @~ @D Arg67
O Pro70
» Arg152 @D @D Glu71
@D Alacs
Phe104 @D D Gly64

Alae3 @D - @D Ala63
Argi3o @D @D Trp13i
Leu136 @+ @D Asp133

Gly6d4 D D Phel04

Alacs @D

Gu7l @ @D Argl52

Pro70 o - Seré1
Pro135 D). - D Phe6s

= Ser137 @@ Ser62
Ser307
Phe149 D Trp69

Glul4s e Thr311
= Argl4l D Tyr309
Leu140 @D - @D Ser308
valo @ D Phe72
Phe72 @D
Trp69 @0+ D) Phel49
Thr311 @D @D Glu145
Tyr309 @0 @D Argl4l
ser308 @D /. Leuld0
Phe6s @D
Ser307 @D+ @ Ser137
Serc2 @ D Prol35
Serc1 @D - @D Argl39
Asp133 @@ Leul36

CadenaA CadenaB

Arge? @D @D Glul59
Glu159 @@ Arg67
@D Pro70
=Arg152 @+ Glu7l
D Ala6s
Phe104 @D - @ Gly64
Alac3 @D - @D Alac3
Arg39 @D @D Trp13l
Leul36 .—O Aspl33
Glys4 @ - @D Phel04
Alass D
Glu7l @+ @D Argl52
Pro70 - - Ser61
Pro135 D, D Phe6s
= Ser137 Ser62

Ser307

Trp69
Glul45 --j_'*Q Thr311

=»Argldl - Tyr309
Leu140 @D @D Ser308
vaizlo D D Phe72

Phe72 @D
Trp69 @0 - D Phel49
Thr31l C D+« Glul4s

Tyr309 .~: Argldl

Ser308 @D Leul40
Phe65

Ser307 zz/m. Ser137
Ser62 D D) Prol35

Ser61 @D - @D Argl39
Asp133 DD Leul36

Fig 7. Esquema en donde se ilustran los aminoacidos que participan en la formacion del dimero. De color azul se
representan los puentes de hidrégeno y de naranja interacciones hidrofdbicas. De lado izquierdo los colores indican
el tipo de aminodcido y de lado derecho los colores indican el grado de conservacién de ese aminoacido.
Caracteristicas del residuo: Positivo; negativo; neutral; alifatico; aromatico; P,G; . Conservacion del residuo:
Bajo12345 789Alto



Se escogieron 3 posibles aminodacidos a ser mutagenizados por alaninas con el fin disminuir las
interacciones entre las dos cadenas de la proteina, los aminodcidos con mayor numero de
interacciones y menor conservacion son: $137, R141 y R152 (Fig. 8). La razdn por la que se escogid
alanina para la sustitucion se debe a que este es un aminoacido no polar, lo que disminuira
principalmente la formacién de puentes de hidrégeno; ademads de contar con una cadena lateral
pequefia que no contribuird de manera importante a la formacion de interacciones hidrofébicas.

Es de esta manera como se pretende desestabilizar la formacion del dimero.
Se llevaron a cabo satisfactoriamente las siguientes mutaciones en el vector pET24-opd:

e S137A

e RI152A

e S137A,R152A

e S137A,R141A,R152A

@ S137A @ R141A @ R152AN

Fig 8. Ubicacion de los tres aminoacidos que seran mutagenizados por alaninas.

Se hicieron los ensayos de actividad con los extractos enzimaticos provenientes de las mutantes
sencillas, la doble y la triple (Fig. 9). A continuacién se muestra una grafica en donde puede
observarse que tanto la mutante doble como la triple no presentan ninguna actividad de
fosfotriesterasa detectable, y en donde la mutante sencilla R152A lleva a cabo una degradacién
minima del plaguicida. Sin embargo, la mutante S137A presenta una actividad aceptable, aunque
alrededor del 40% menor que la que presenta la enzima silvestre. Para este caso, tedricamente,

habria en total la disrupcidn de 5 puentes de hidrégeno.
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Fig. 9. Actividad especifica de los extractos enzimaticos de las distintas mutantes. Condiciones:
12h a 20° C, 0.5 mM de ZnCl,.

Asi mismo se llevé a cabo un western blot, en donde con un anticuerpo anti-histidinas, se logré
detectar la PTE en la fraccidn soluble Unicamente para la mutante que presentaba actividad, la
S137A (Fig. 10). Esto nos habla de que en el resto de las mutantes no se produce proteina soluble
debido, probablemente, a que las mutaciones interfirieron con el plegado adecuado de Ia
proteina. La banda (de alrededor de 34 kD) que se logra apreciar en todos los extractos se debe al
reconocimiento por el anticuerpo de alguna otra proteina presente en E. coli, ya que inclusive se

encuentra presente en la cepa C41 sin ningun pldasmido (control negativo).
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Fig. 10. Western Blot de la fraccidon soluble procedente de las distintas mutantes.

Posteriormente se procedio a purificar la PTE con la mutaciéon S137A por medio de cromatografia
de filtracién en gel con el fin de evaluar si se trataba de un dimero o de un mondmero. Se

colectaron las distintas fracciones y se les midid la actividad enzimatica, encontrandose que la PTE



nativa y la PTE S137A tienen el mismo tiempo de retencion (16 min), de manera que la PTE con la

mutacion sigue siendo una proteina dimérica al igual que la PTE silvestre (Fig 11).
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Fig. 11. Evaluacion del peso molecular de la PTE S137A por cromatografia de filtracion en gel.

3. PURIFICACION DE LA PTE silvestre

Para la purificacion de la PTE se escogié una cromatografia de afinidad aprovechando el HisTag,
codificado en el vector, ahora presente en el extremo carboxilo terminal de la proteina. Este
método cromatografico nos permite obtener la proteina pura en un solo paso, a diferencia de los
tres o cuatro pasos necesarios, reportados anteriormente para la purificacién de esta enzima

(Rochu, 2002; Grimsley, 1997)

La columna de afinidad fue cargada con niquel para permitir la unién selectiva de la cola de
histidinas fusionada a la PTE. Como se puede observar en el gel de acrilamida (Fig. 12), se logré
obtener la proteina con un 95% de pureza, siendo la banda mayoritaria de alrededor de 36 kD la
gue corresponde al peso molecular de la PTE (en su forma monomérica ya que se trata de un gel

desnaturalizante).
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170
130
100
70
55
a0 Fig 12. A. Gel de acrilamida SDS-PAGE
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— purificada



Se lograron obtener 1.45 mg de proteina pura por litro de cultivo, cantidad suficiente para llevar a
cabo los ensayos de PEGilacion e inmunoldgicos (Tabla 3). Cabe mencionar que se ha reportado
que la sobreexpresion de la PTE en E.coli es poco eficiente ya que la mayor parte de la proteina

(mas de 95%) se encuentra inactiva formando cuerpos de inclusidon (Roodveldt, 2005).

Tabla 3. Purificacion de la PTE silvestre expresada a partir del vector pET24-opd

Actividad

Volumen Unidades
u/mL totales Rendimiento
Extracto total 130 mL 2.99 384.04 1
Fraccion Purificada 2mL 41.33 82.66 0.21

A pesar de la facilidad y rapidez del método escogido para la purificacidon de la PTE, se presentaron
ciertas complicaciones durante el proceso, siendo la mas critica de ellas la precipitacién de la
proteina pura al remover el imidazol de la muestra. Para contender con este problema fue
necesario ir reemplazando de manera gradual el buffer con imidazol en donde se encontraba Ila
PTE pura por el mismo buffer pero sin este componente y que ahora incluia sacarosa, reduciendo
asi la cantidad de proteina que se precipitaba en un principio. Otro de los inconvenientes fue la
pérdida de cantidades importantes de proteina que no se unian a la columna de afinidad o se
eluian a bajas concentraciones de imidazol, por lo que se obtuvo un rendimiento bajo en la
purificacién perdiéndose alrededor de un 79% de las unidades con las que se contaban en un

principio.

4. MODIFICACION QUIMICA CON PEG DE LA PTE silvestre

La PTE cuenta con 8 lisinas por mondmero en su secuencia, de las cuales 7 podran participar en la
reaccion de acoplamiento con PEG (Fig. 13), ya que se encuentran expuestas en la superficie; la
octava lisina no sera capaz de unirse con el polimero ya que se encuentra carboxilada. Aunado a

las lisinas también estaran sujetos a reaccionar con el PEG los aminos terminales de las dos



cadenas polipeptidicas que conforman a la proteina, por lo que en total habra 16 posibles sitios de

unién por dimero.

Fig 13. Representacion tridimensional de la PTE en su forma dimérica, en donde se representan las 7 Lys y el N-
terminal por mondmero que seran blanco de uniéon covalente con PEG.

La importancia de los residuos de lisina radica en que el grupo e-amino de éstas llevara a cabo un
ataque nucleofilico sobre el PEG activado para formar un enlace covalente, dando lugar a la

modificacién quimica de la proteina (Fig 14).
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Fig 14. Reaccion de acoplamiento del PEG activado con N-hidroxisuccinimida con el grupo amina de alguna
Lys.
Para este proyecto se utilizd un metoxiPEG lineal de 10kD activado con N-hidroxisuccinimida
(mPEG-NHS). Este compuesto es ampliamente utilizado en la derivatizacion de PEGs que se usaran
para la modificacion de proteinas con fines terapéuticos ya que produce enlaces amida
fisiolégicamente estables, es altamente reactivo y no presenta toxicidad. Se midié el porcentaje de
activacion del PEG activado via TNBS, obteniéndose un valor de 84% de activacion, dato
importante para calcular la cantidad exacta de polimero que tendra que utilizarse para la reaccién

con la proteina.



Posteriormente se llevd a cabo la modificacién quimica de la enzima con el polimero, en donde se
necesitd de un exceso molar de 15 veces de PEG por cada lisina y N-terminal de la proteina para
que la totalidad de la PTE fuera modificada. De esta manera se evitd un paso cromatografico para

separar la proteina PEGilada de la no modificada.

Al cabo de las cuatro horas de reaccidn, se encontré la formacidon de conjugados PTE-PEG al
observarse, por una cromatografia de filtracion en gel, la aparicién de un pico con un tiempo de
retencién menor al correspondiente a la PTE silvestre (Fig. 15A). Asi mismo se corrobord por
medio de un gel SDS-PAGE y un Western Blot que la totalidad de la proteina estuviera modificada,
al no observarse mas la banda correspondiente a la proteina nativa (alrededor de 36 kD), y
pudiéndose distinguir la aparicion de bandas de mayor peso molecular, correspondientes a la
proteina con distintos grados de PEGilacién (Fig. 15B, C).
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Fig. 15. Andlisis de la reaccidn de PEGilacion. A) Cromatografia de filtracidn en gel, en donde se muestra el tiempo de
retencion para la PTE nativa (17.87 min) y el de la PTE-PEG 1:15 (15.23 min). B) Gel de acrilamida SDS-PAGE al 12%,
donde se muestra la PTE PEGilada con distintos grados de modificacién. C) Western Blot anti-His.

Con el fin de determinar el grado de modificacidn de la PTE PEGilada se llevd a cabo un ensayo de
fluorescencia con OPA. Este compuesto se une a los grupos amino libres y emite fluorescencia a
una cierta longitud de onda, de tal forma que al comparar la emisiéon de fluorescencia de la
proteina sin modificar con la PEGilada, cuyos aminos libres disminuyen, se puede calcular el grado
de modificacién de la proteina por el PEG. En el caso de la particula PTE-PEG obtenida (relacién
molar 1:15), encontramos que el grado de modificacién de la proteina fue de un 62.6% (Fig. 16), lo

que se traduce en que en promedio se unieron 10 cadenas de PEG por dimero.
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Fig 16. Intensidad de fluorescencia generada por la reaccidn del OPA con los grupos amino libres
de la PTE y la PTE PEGilada.

Es importante mencionar que la cantidad de cadenas de PEG que se unen a cada proteina es
variable (como se puede observar en la Fig. 15B); esto se debe a que la reaccién de acoplamiento
del PEG con la proteina es al azar. De esta manera si existen dos lisinas que estén muy préximas
una de la otra, probablemente sdlo una de ellas serd capaz de reaccionar con el PEG generandose
un impedimento estérico para que la otra cadena de PEG pueda acoplarse con la segunda lisina.
Ademas cabe resaltar que no todos los grupos amino de las lisinas tienen la misma reactividad,
esto debido a que los aminoacidos vecinos alteran su nucleofilicidad, por lo que los grupos amino

mas nucleofilicos se conjugaran mas rapido con el PEG.

Una vez obtenida la PTE modificada con el polimero, se llevaron a cabo los ensayos de actividad
para determinar en qué medida se alteraron los parametros cinéticos de la enzima PEGilada. Se
encontrd que la ke, para la enzima sin modificar fue de 698.5 s (£55.7), mientras que para la PTE
PEGilada fue de 552.6 s (+49.5), lo que corresponde a una disminucidn en la velocidad para
catalizar la reaccidn del 21%. En el caso de la Ky, la diferencia en los valores encontrados para la
PTE nativa (207.7 uM £34.4) y la PTE modificada 233.4 uM (+41.5) no fueron significativos, por lo

que podemos considerar que la PEGilacién no cambid la afinidad de la enzima por su sustrato.
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Fig 17. Cinética de Michaelis-Menten de la PTE silvestre y la PTE modificada con PEG.

Tanto la disminucion de la k., como el aumento de la Ky en la PTE modificada podrian ser el
reflejo de un decremento en la accesibilidad del sustrato al sitio activo de la enzima, ya que ahora

su superficie se encuentra recubierta por PEG (Cuadro 1).

Cuadro 1. Cuadro comparativo entre la PTE nativa y la PTE PEGilada

Keat K Actividad Keat/Km Modificacion

(s) (uM)  Relativa (s*m?) PEG (%)
PTE 698.45 207.6 1 3.36 x 10° 0
PTE-PEG (1:15) 552.6  233.4 0.79 2.37x10° 62.6

Si bien para determinar la dosis de proteina que debe ser administrada para desintoxicar a un
organismo depende de muchos pardmetros, haciendo un calculo tedrico y tomando en
consideracion que la actividad de la enzima nativa en casos graves de intoxicacién con OP’s
(400nM) (Masson, et al, 1998) es de 1.34 s, se estimé que se deberan inyectar en un humano
adulto alrededor de 60 pg de proteina nativa mientras que de la PTE PEGilada deberan inyectarse
alrededor de 85 pg. A pesar de tener que utilizar una dosis 30% mayor para el caso de la PTE
modificada, tan sélo el hecho de incrementar el volumen hidrodindmico del la particula con el PEG
aumentara la vida media de ésta, ya que se evitara la filtracion y eliminacion de la PTE-PEG por

parte del rifidn cuyo limite de exclusidn es de alrededor de 72 kD (Knauf, et al., 1988).



5. ESTABILIDAD A DEGRADACION POR PROTEASAS

Una de las propiedades que confiere el PEG a las proteinas a las cuales esta conjugado es la de
reducir la susceptibilidad de éstas a la degradacion por proteasas, ya que impide la interaccién de
la enzima proteolitica con el polipéptido de interés. De esta manera y con la finalidad de evaluar la
capacidad de recubrimiento del PEG usado para la modificacion de la PTE, llevamos a cabo la
degradacion de la enzima con tripsina. El sitio de corte de esta enzima proteolitica se da del lado
carboxilo de las lisinas y argininas (Fig 18 A); en total existen 35 posibles sitios de hidrdlisis en la

PTE por mondémero.
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Fig. 18. A) Sitio de corte para la tripsina. B) Grafica en donde se muestra la retencion de la actividad de la PTE en
presencia de tripsina a distintos tiempos.

Como se puede observar en la Fig 18 B. después de 1:30 h de incubacién con tripsina, la PTE
PEGilada retuvo el 32% de la actividad, mientras que la PTE sin modificar retuvo el 21 %. Esta
pequefia diferencia del 10% entre una y otra proteina puede ser un indicativo de que las cadenas
de PEG, aunque unidas de manera covalente a la PTE, no estan recubriendo la superficie de la
proteina de manera completa, por lo que practicamente no existe ningin impedimento estérico
que impida a la tripsina alcanzar sus sitios de corte e hidrolizar la cadena polipeptidica. Otro punto
desfavorable es la gran cantidad de posibles sitios de corte en la PTE, pudiendo ser que aunque
quedaran pocos de ellos al descubierto fueran suficientes para que al ser hidrolizados se abatiera

la actividad de la proteina.



6. EVALUACION IN VITRO DE LA INMUNOGENICIDAD DE LA PTE PEGILADA

Una vez caracterizada la PTE PEGilada se procedid a evaluar la inmunogenicidad de la particula.
Primeramente, se llevd a cabo un protocolo de inmunizacién en conejos con la finalidad de
obtener anticuerpos contra la PTE nativa y la modificada con el polietilenglicol; para ello se
monitorearon los titulos a lo largo de 40 dias (Fig. 19), al cabo de los cuales se observé un titulo

adecuado para sangrar a blanco y obtener los anticuerpos especificos para las dos proteinas.
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Fig. 19. Respuesta a la inmunizacién de conejos con la PTE nativa y la PTE PEGilada.
Errores estandar minimos (+ 1.3 a 1.5)

Es claro que bajo las condiciones en que se llevd a cabo la inmunizacidon de los conejos (80 pg
antigeno/mL sangre y adyuvante completo de Freund) tanto la PTE sin modificar como la PTE
PEGilada son proteinas capaces de ser detectadas por el sistema inmunoldgico, habiéndose
producido en los conejos anticuerpos especificos contra estas dos proteinas. El hecho de haber
encontrado un mayor nimero de titulos para la PTE modificada no refleja necesariamente una
mayor inmunogenicidad de la particula PEGilada, debido a que los ensayos fueron llevados a cabo
con un solo conejo para cada proteina, y cada conejo puede responder de manera diferente a un
estimulo (Cooper, H. y Patterson, Y., 2008). Otro factor importante, es el haber utilizado para la
primera inmunizacién adyuvante completo de Freud, cuya funcién es justamente la de activar la
poblacién de linfocitos T y en consecuencia la estimulacién y maduracién de linfocitos B, lo que
pudo haber potenciado la inmunogenicidad de la particula PEGilada y la no modificada. En un
estudio realizado en conejos se observd que en presencia de este adyuvante se generaron

anticuerpos contra proteinas PEGiladas, mientras que cuando se inmunizd sin el adyuvante



completo de Freund no se generaron anticuerpos contra estas proteinas (Richter y Akerblom,

1983).

Gracias a que ahora se contaba con anticuerpos especificos contra la PTE nativa y la PTE PEGilada,
se procedio a evaluar si la modificacidon quimica de la proteina con el polimero habia resultado en
una reduccidn de la inmunogenicidad en la PTE PEGilada comparada con la de la PTE sin modificar,
por lo que se llevaron a cabo una serie de ELISAS cuya informaciéon resumida se presenta a

continuacién (Cuadro 2).

Cuadro 2. Porcentajes de reconocimiento entre el suero anti-PTE contra la PTE PEGilada y el suero
anti-PTEPEG contra la PTE nativa.

3 Antigeno
Antigeno PTE PTE-PEG
Suero a-PTE 100% 82%
(£0.01%) (£0.02%)
Suero a-PTE-PEG 90% 100%
(+0.01%) (+0.02%)

Como se puede apreciar en el recuadro, existe un decremento en el porcentaje con el que es
reconocida la PTE PEGilada por los anticuerpos generados contra la PTE nativa, esta ligera
disminucién debe de estar dada por el enmascaramiento de ciertos epitopes por las cadenas de
PEG, generandose una particula ligeramente menos inmunogénica comparada con la que presenta
la PTE sin modificar. Es importante hacer notar que pudieron haber aparecido nuevos epitopes en
la PTE-PEG, que no presenta la proteina nativa, ya que no todos los anticuerpos generados contra

la PTE modificada son capaces de reconocer a la enzima sin PEG.

Es claro que la mayoria de los epitopes se conservan en la PTE PEGilada, debido a que son
reconocidos por los anticuerpos generados contra la PTE sin modificar. Este mismo fenémeno se
observa también en sentido contrario, ya que los anticuerpos generados contra la PTE PEGilada

son capaces de reconocer a la enzima nativa.

Como ya se menciond anteriormente el proceso de PEGilacion se da de manera azarosa, lo que da
como resultado una particula con distintos grados de modificacion. Pudiera ser que los
anticuerpos encontrados para la PTE modificada se hayan generado en su mayoria contra las
especies con menor grado de PEGilacidn, que sélo contaban con pocas cadenas del polimero para

recubrir la superficie entera de la PTE.



El no haber encontrado una reduccién importante en la inmunogenicidad de la PTE PEGilada con
las cadenas lineales de PEG de 10 kD nos habla de que la superficie de la proteina no esta siendo
recubierta por el PEG, por lo que el sistema inmune puede interactuar con la PTE dando lugar a la
produccién de anticuerpos que en Uultima instancia facilitaran la remocién de la particula del

organismo.

Desgraciadamente no se sabe mucho sobre la interaccién de las cadenas de PEG con las proteinas,
por lo que no es posible predecir qué tipo, tamafio y relacion molar de PEG utilizar para una
proteina dada con el fin de abatir su inmunogenicidad. En algunas ocasiones un PEG lineal
pequefio (ej. 5 kD) utilizando una relacion molar proteina:PEG alta pudiera ser mas efectivo para
recubrir una proteina que un PEG ramificado de alto peso molecular utilizando una relacion molar
mas baja (Gamez, 2005). Este comportamiento representa una desventaja importante en la
técnica de PEGilacién ya que en muchas ocasiones se tienen que probar una gran cantidad de

formulaciones para obtener el resultado deseado.



CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Hasta ahora, hemos logrado montar un protocolo de expresién y purificacion de la PTE que nos
permite obtener cantidades suficientes de enzima, alrededor de 1.5 mg/L de cultivo, para los
ensayos que tuvieron que ser llevados a cabo dentro del proyecto. Aunque esta purificacién
requirio Unicamente de un solo paso cromatografico, se deberd poner especial atencién en
aumentar la eficiencia para la obtencién de la PTE pura disminuyendo la pérdida de unidades a lo

largo del proceso.

En cuanto a la reduccion del tamafio de la PTE, las 3 mutaciones por alanina llevadas a cabo en la
zona de interfase entre las dos subunidades, no dieron como resultado la monomerizacién de la
PTE. Encontramos que esta disrupcién en los puentes de hidrégeno solo nos llevd a pérdidas
importantes en la actividad, en donde la Unica de las mutantes, la S137A, que retuvo parcialmente
la capacidad de hidrolizar organofosforados siguié presentdandose como un dimero. Se necesita
mas que la disrupcidn de puentes de hidrégeno para evitar la dimerizacién de la proteina, debido a
que existen una gran cantidad de otras interacciones, probablemente en su mayoria de caracter
hidrofdbico, involucradas en la formacién del dimero. Pudiera ser que al tratar de monomerizar la
proteina se estuviera comprometiendo gravemente la estabilidad y el plegamiento de la PTE, ya
qgue en muchas ocasiones la oligomerizacién se usa como una estrategia para aumentar la
estabilidad de las proteinas. Seria interesante mutagenizar otros aminodcidos involucrados en la
interfase e inclusive reemplazarlos por aminodcidos que por su naturaleza (cargados
positivamente o negativamente) repelan su contraparte en la otra subunidad de la PTE como una

estrategia para evitar la dimerizacién.

Encontramos que la PTE modificada con PEG lineal de 10kD (1:15) retuvo el 79% de la actividad
respecto a la de la enzima nativa; dato importante ya que nos muestra que la unién covalente de
cadenas de PEG a la superficie de la PTE puede llevarse a cabo sin pérdidas importantes en la

actividad.

La PEGilacién de la PTE nos permitié obtener una proteina ligeramente menos inmunogénica que
la proteina de la cual partimos, sin embargo sigue siendo reconocida facilmente por el sistema

inmunoldgico. Al parecer, la superficie de la PTE no esta siendo recubierta por las cadenas lineales



del PEG utilizado, prueba de ello son los resultados obtenidos con la degradacién por tripsina y los
inmunoensayos, en donde encontramos un comportamiento similar de la PTE nativa y la PEGilada.
Hasta la fecha no se conoce de manera precisa como es la interaccion de las cadenas del polimero
con las proteinas; pudiera ser que en el caso de la PTE, las caracteristicas de la superficie de la
proteina no permitieran que el PEG la envolviera, por lo que no se logré formar la barrera que

evitara la interaccién de la PTE con el sistema inmune y las proteasas.

En un futuro habra que evaluar la capacidad in vivo de la particula PEGilada para desintoxicar a un
organismo, ya que podria esperarse un aumento en el tiempo de vida media de la PTE gracias a las
propiedades farmacocinéticas que el PEG confiere a la proteina, tales como la reduccién en la tasa
de filtracion por le rifion debido a un aumento en el peso molecular de la particula, asi como al
leve incremento en la resistencia a la degradacion por proteasas y la disminucién en la

inmunogenicidad.

En trabajos posteriores se deberdn utilizar otros tipos de PEG, de distinto peso molecular con y sin
ramificaciones, con la finalidad de encontrar el que proporcione a la PTE un mejor recubrimiento,
y de esta forma prolongar el tiempo de vida media de la particula dentro del organismo. También
seria interesante utilizar otros polimeros para modificar quimicamente a la PTE, ya sea naturales
como el quitosano o sintéticos, para contender con la degradaciéon y la inmunogenicidad de la PTE,
y de esta manera poder generar un biofarmaco altamente eficiente en la desintoxicacion por

compuestos organofosforados.

Finalmente, creemos que es necesario seguir en la buisqueda de una particula basada en la PTE
que sea capaz de destruir quimicamente los compuestos organofosforados antes de que alcancen
a sus sitios blanco; para que de manera conjunta con los procedimientos convencionales (atropina
y oximas) se pueda generar un tratamiento altamente eficiente para contender con el

envenenamiento por compuestos organofosforados.
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