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RESUMEN

El alacranismo es un problema de salud a nivel mundial. México se encuentra ubicado entre las
tres regiones con mayor nimero de accidentes por picadura de alacran con 200,000 casos por
afio. La terapia actual contra la intoxicacion por picadura de alacran es el uso de antivenenos
conocidos como Faboterapicos (Fab’,), aunque son funcionales son de origen animal.

La tecnologia de anticuerpos recombinantes tiene un gran potencial para generar moléculas
con uso terapéutico. Asi mismo, pueden ser producidos en microorganismos lo que permite
reemplazar la manera tradicional de producirlos (por inmunizacién). Los anticuerpos con fines
terapéuticos 1idealmente deben cumplir con cuatro puntos fundamentales. 1) Unirse
especificamente y con alta afinidad al antigeno y lograr la neutralizacion de este, i1) Obtener
grandes cantidades de proteina funcional en sistemas de expresion baratos y de facil manejo
como los bacterianos (E. coli), iii) Ser de origen humano con la finalidad de disminuir los efectos
secundarios adversos y iv) Ser estables y mantener su funcionalidad en condiciones fisiologicas y
de almacenamiento.

Actualmente se ha dado un aumento en el uso de los fragmentos variables de cadena sencilla
de anticuerpo (scFv) como agentes de diagnostico, de investigacion y terapia. Esto se debe a que
tienen la ventaja de mantener el sitio de interaccion con el antigeno y son facilmente
manipulables para mejorar sus propiedades.

El uso de scFv humanos como alternativa para la generacion de nuevos antivenenos es muy
promisorio. En un trabajo previo se logro aislar el scFv 6009F de origen humano. Este scFv tiene
la capacidad de neutralizar a la toxina Cn2 y al veneno completo del alacran Centruroides noxius
considerada la especia mas toxica de México. Los animales experimentales no presentan
sintomas de intoxicacion al ser aplicado el anticuerpo 6009F en presencia de la toxina o el veneno
completo (Riafio ef al., 2005). Sin embargo, los scFvs son moléculas inestables en comparacion a
los Fab.

Una de las estrategias para mejorar la estabilidad de los scFvs es la generacion de
multimeros. En particular, los dimeros de scFv suelen ser moléculas mas estables, mantienen el
reconocimiento por el blanco original, en muchos casos presentan mejor afinidad y su
comportamiento in vivo es satisfactorio. Por las cualidades mencionadas, se realizo la
construccion del dimero scFv 6009F. Sin embargo, éste mostrd tener una menor capacidad
neutralizante en comparacion con el mondmero, ya que en las pruebas de neutralizacion se
observo la aparicion de sintomas de intoxicacion en los animales experimentales (datos no
publicados, Lab. Dr. Becerril). Esto puede deberse a un problema de estabilidad del dimero. En
este trabajo se busco aislar una variante del scFv 6009F dimérico con mejores propiedades
neutralizantes, mediante el uso de las técnicas de despliegue en fagos y evolucion dirigida.

Se realiz6 la construccion de bancos mutagénicos de scFvs diméricos por medio de EP-PCR
los cuales fueron desplegados en fagos. Los bancos de fago-anticuerpos fueron sometidos a
rondas de tamizado bajo diferentes presiones selectivas. Se lograron aislar dos mutantes
denominadas: Dim9F-C9 y Dim9F-D4.

Mediante la caracterizacion de los anticuerpos diméricos aislados se encontré que la variante
Dim9F-D4 mostré mejores propiedades como son: mayores niveles de expresion, estabilidad y
actividad neutralizante en comparacion al dimero 6009F.



INTRODUCCION

En los organismos superiores, el sistema inmune esta integrado por diversos tejidos y érganos, asi
como por células y proteinas altamente especializadas. Entre estas proteinas destacan los
anticuerpos, cuya generacion es parte de una respuesta adaptativa por la que se reconocen,
neutralizan y eliminan substancias ajenas al organismo. En general, se denomina antigeno a
cualquier substancia capaz de estimular la generacion de anticuerpos. Un aspecto fundamental de
la respuesta inmune es la presencia de anticuerpos capaces de unirse especificamente a cualquier
antigeno. Lo anterior, supone que el organismo es capaz de generar una enorme diversidad
estructural en las regiones de los anticuerpos que reconocen al antigeno. De esta manera pueden
aislarse aquellos con la capacidad de establecer fuertes interacciones fisicoquimicas con el

antigeno.

Anticuerpos.

Los anticuerpos son glicoproteinas formadas por cuatro cadenas polipeptidicas, dos cadenas
pesadas idénticas (H) y dos cadenas ligeras idénticas (L). Cada cadena H estd formada por un
dominio variable (VH) y tres dominios constantes (CH). Asimismo, las cadenas L estan
formadas por un dominio variable (VL) y otro constante (CL) (Fig.1a). Los dominios VL pueden
ser de dos clases, kappa (k) 6 lambda (3).

Los dominios VH y VL se encuentran en la porcion NH, terminal de las cadenas, y son
responsables de reconocer al antigeno. Los dominios VH y VL presentan regiones hipervariables,
también conocidas como CDRs (Complementarity Determining Regions) (Fig.la). En éstas
regiones se encuentran la mayoria de los residuos que interaccionan con el antigeno. Los CDRs
estan flanqueados por residuos que forman un andamiaje de soporte (framework). Este
andamiaje estd formado por una estructura B-sdndwich caracteristica de los anticuerpos que es
importante para la permanencia estructural de los dominios variable (Fv).

Los dominios CH se unen entre si mediante dos puentes disulfuro, a esta region se le
denomina bisagra. Asi mismo, cada dominio CH interacciona mediante puentes disulfuro con la
porcidon COOH de las regiones CL. La estructura del anticuerpo asemeja una Y, cuyos brazos se
denominan Fab (antigen binding fragment) (Fig.1b). Cada Fab puede interaccionar con el
antigeno de manera independiente, por lo que el anticuerpo es de caracter divalente (Fig.1a). El
resto de la molécula, llamado fragmento cristalizable (Fc), aunque no participa en la interaccion
con el antigeno y es reconocido por receptores celulares especificos, es decir participa

directamente en la respuesta efectora mediante la cual se elimina al antigeno.



sitio de union-

al antigeno

Figura 1. Representacion de la estructura de un anticuerpo. a) Ubicacion de las cadenas pesadas (H) y
ligeras (L), de los dominios variables (V) y constantes (C), y de los sitios de union al antigeno (CDRs). b)
El fragmento Fab del anticuerpo estd formado por la cadena ligera (L) y su region equivalente de la
cadena pesada (H). Este fragmento se obtiene generalmente por digestion enzimatica, aunque es posible
generarlo de manera recombinante (modificada de Diibel S. en Antibody Resource Page).

El ser humano cuenta con un numero determinado de genes que contribuyen a la formacion
de los dominios V de los anticuerpos. La generacion de diversidad en los anticuerpos ocurre
principalmente por el mecanismo de recombinacion somatica. En este proceso ocurre un arreglo
de los genes de los dominios V de manera aleatoria y son combinados con los dominios C (Abbas
et al.,2004).

La recombinacion somatica comienza con el arreglo de las secuencias de la cadena H,
correspondientes a los genes Vy-Dy (Diversity)-Juy (Joining). La cadena L, ya sea x 6 A, se
organizan de manera similar, excepto que carece del gen D. Para la cadena x 6 A el gen Vi
codifica para los CDRs 1 y 2, asi mismo para una porcion del CDR3 y para tres regiones del
andamiaje. El segmento J; codifica para la porcidn restante del CDR3 y para la cuarta region del
andamiaje. En el caso de la cadena H los genes codifican de manera similar solo que el CDR3
estd conformado por los genes Dy y Jy (Rabbitts., 1967; Abbas et al., 2004; Janeway et al.,
2005).



El repertorio en nimero de genes funcionales en los humanos es de:

V=50, Dy =30, Jy=6, V=40, Jx=5, VA=30 y JA=4.

La recombinacion somatica ocurre durante el desarrollo de los linfocitos B en la médula dsea.

Se estima que la diversidad (combinaciones de VDJy y VJi) es de 3.5x10° diferentes
anticuerpos. Sin embargo, esta variedad probablemente sea menor debido a que se presenta una
preferencia de ciertos tipos de arreglos (Rabbitts., 1967; Abbas et al., 2004).

Existe la generacion de diversidad en los genes J, ya que sufren un procesamiento
trascripcional (splicing) diferencial, lo cual se ve reflejado en el nimero de residuos de
aminoacidos que conforman la regién correspondiente al CDR3. Es necesario mencionar que

el CDR3 es una region importante para el reconocimiento de los diferentes antigenos (Abbas
et al., 2004; Janeway et al., 2005).

Un mecanismo adicional para la generacion de diversidad de los anticuerpos ocurre posterior
a la maduracion de los linfocitos B, los cuales han migrado a 6rganos linfoides secundarios.

Los linfocitos B son células inmunitarias que expresan anticuerpos en la superficie para el
reconocimiento del antigeno. Cuando un anticuerpo reconoce al antigeno, el linfocito B recibe
estimulos para su proliferacion (seleccion clonal). Durante la proliferacion el locus del anticuerpo
sufre una tasa elevada de mutacién alrededor de 10°-10° veces mayor que la tasa que se presenta
en el genoma normalmente (Oprea., 1999; Abbas et al., 2004; Janeway et al., 2005). Las
mutaciones que se presentan son principalmente sustituciones de un solo nucledtido, como
inserciones o delecciones y ocurren preferentemente en los genes recombinados de VDI y VIJ;.
A este mecanismo se le denomina hipermutacion somatica y permite la maduracion del
anticuerpo, ya es posible aumentar de la especificidad y afinidad del anticuerpo por su blanco
(Oprea., 1999; Abbas et al., 2004; Janeway et al., 2005; Odegard et al., 2006). Es importante
mencionar que las mutaciones solo afectan a las células inmunitarias individuales y los cambios
no se trasmiten a la descendencia. Sin embargo, las modificaciones en los anticuerpos son
almacenadas en células de memorias del individuo las cuales en un segundo encuentro con el
antigeno pueden responder rapidamente (Abbas ef al., 2004; Janeway et al., 2005).

Gracias a la recombinacion somatica y la hipermutacion la diversidad de anticuerpos en el
humanos oscila entre 10® y 10° variantes, razon por la cual se considera que podrian reconocer a
cualquier antigeno.

La eficiencia del reconocimiento y la eliminacion del antigeno dependen estrictamente de las
propiedades fisicoquimicas de los anticuerpos. Tanto la estabilidad estructural del anticuerpo,
como la especificidad y la afinidad de las interacciones son parametros fundamentales para lograr

la neutralizacion del antigeno. En este trabajo, la neutralizacion supone la capacidad del anticuerpo



de bloquear la actividad de una molécula dafiina o toxica, y por ende los efectos nocivos que ésta
pueda causar al organismo. Una neutralizacion efectiva incluye la eliminacion del antigeno por los

mecanismos de excrecion del organismo.

Anticuerpos terapéuticos.

Actualmente se emplean anticuerpos con fines terapéuticos, muchos de éstos se obtienen por la
inmunizacion de animales como caballos, ratones y conejos, entre otros. La respuesta inmune del
animal se estimula a través de inyecciones periddicas del antigeno de interés (inmunizacidn), en
ocasiones conjugados con adyuvantes potentes, para obtener anticuerpos especificos y de alta
afinidad por el antigeno. Los anticuerpos generados son purificados del suero y son los mas
empleados en los antivenenos comerciales. Los anticuerpos obtenidos del suero son diversos en
cuanto a numero y epitopes que reconocen. A este grupo de anticuerpos se les denomina
policlonales.

Pueden producirse anticuerpos capaces de reconocer un solo epitope. Esto se logra a través de
la generacion de hibridomas que consisten en células de mieloma fusionados a linfocitos B de
animales inmunizados. Los mielomas se cultivan de manera continua y tienen la capacidad de
producir un solo tipo de anticuerpo, el cual es por definicion un anticuerpo monoclonal (Mab, por
sus siglas en ingles, Monoclonal antibodies).

Los anticuerpos completos tienen un peso molecular de 150 kDa, y en el organismo
presentan un tiempo de permanencia de semanas (Holliger ef al., 2005). Estas caracteristicas son
favorables en algunas aplicaciones terapéuticas, como son el diagndstico y tratamiento de ciertos
tipos de cancer, sin embargo, para el tratamiento de intoxicaciones conviene una rapida
eliminacion de los compuestos nocivos. Mediante digestion enzimatica pueden obtenerse
fragmentos de anticuerpos, como Fab o (Fab),, los cuales conservan las regiones estructurales
que reconocen al antigeno (Fig.1b y 2). En la actualidad existen las herramientas necesarias para
la produccion de anticuerpos o fragmentos de estos sin necesidad de inmunizar animales o

personas, es la denominada tecnologia de anticuerpos recombinantes.

Anticuerpos recombinantes.

Los avances en la Biologia Molecular nos han facilitado en gran medida la manipulacion de
genes. Mediante técnicas de ADN recombinante es posible generar cADN (ya sea a partir de
hibridomas o de un organismo) que codifica para los anticuerpos. Con las secuencias codificantes
de los dominios V es posible realizar diferentes construcciones en vectores disefiados para

expresarse en diferentes organismos, como células de mamiferos, levaduras y bacterias como es



Escherichia coli. Con la informacion genética de los anticuerpos, ha sido posible construir
diferentes formatos de anticuerpo, el mas conocido de ellos; fragmento variable de cadena
sencilla (scFv, por sus siglas en ingles sinlge chain variable fragment) (Fig.2) (Bird et al., 1988;
Houston et al., 1988; Chames et al., 2009).

Uno de los microorganismos mas empleados para la produccion de proteinas recombinantes
es la bacteria E. coli, debido en parte al gran conocimiento biologico del mismo. Sin embargo, no
todos las proteinas pueden expresarse eficientemente en este organismo. Esto puede estar
determinado por las caracteristicas de la secuencia génica, eficiencia traduccional (uso diferencial
de codones), plegamiento, estabilidad, la carencia de mecanismos de secrecion eficientes,
limitada capacidad de puentes disulfuro, asi como actividad y toxicidad de la proteina para el
organismo de expresion. Aun con las limitaciones de los sistemas de expresion bacterianos se han
implementado estrategias para mejorar las cepas de E. coli con la finalidad de obtener anticuerpos
funcionales.

Algunas de las grandes ventajas que conlleva esta tecnologia son: altos niveles de obtencion
de producto, si el sistema de expresion es el correcto, facil manipulacién genética y bajo costo
economico. La tecnologia de anticuerpos ha crecido a pasos agigantados en los ultimos afos, lo
cual se ve reflejado en que los anticuerpos recombinantes representan el 85% del total de

inmunoterapéuticos aprobados por la FDA (Food and Drugs Administration) (Nelson et al.,

2009).

Fragmentos variables de cadena sencilla.

Los dominios VH y VL pueden ser expresados de forma individual, ya que pueden asociarse
naturalmente para formar el Fragmento variable (Fv) (Fig.1) (Bird ef al., 1988; Houston et al.,
1988). Sin embargo, esta interaccion entre dominios es poco estable y tienden a disociarse de
manera rapida. Para solucionar este problema se acopld covalentemente entre las regiones
variables un péptido conector. De tal manera que se favorezca la interaccion entre las cadenas y
su permanencia de forma funcional. A esta construccion se le denomina scFv (Fig.2) la cual tiene
un tamafio de alrededor de los 30 kDa (Bird et al., 1988; Houston et al., 1988). El péptido
conector suele estar formado por una secuencia de 15 residuos de caracter hidrofilico e incluyen
los L-aminoacidos: Thr, Asp, Asn, Ala, Ser y Gly. Estos dos ultimos aminoacidos son los mas
utilizados hasta hoy en dia, en un arreglo (Sers-Gly)s, debido a su flexibilidad y su composicion
hidrofilica, esta secuencia permite interacciones por puentes de hidrogeno con el disolvente,

ademas de que es relativamente resistente a las proteasas. Es importante mencionar que se ha



demostrado que es la secuencia mas favorecida y usada para despliegue en fagos (Holliger ef al.,
1993; Huston et al., 1991; Hudson et al., 1999; Kortt et al., 2001).

Los scFvs presentan diversas ventajas como son: mantienen su capacidad de reconocimiento
por los antigenos a pesar de ser moléculas pequefias. En sistemas in vivo tienen una penetracion
en los tejidos mas rapida y homogénea. Asi mismo, presentan un menor tiempo de retencion en
los tejidos que no son blanco y una répida eliminacion de la sangre.

La mayoria de los scFvs son intrinsecamente inestables y algunos pueden asociarse para
formar moléculas de mayor tamafo, incluyendo dimeros y trimeros, lo cual puede complicar su
seleccion y caracterizacion. Sin embargo, siguen siendo los formatos mas utilizados hoy en dia en
investigacion, diagndstico y tratamiento de enfermedades (Schmiedl ef al., 2000; Hale et al.,

2006; Brekke et al., 2003; Winter et al., 1994).

Multimeros de scFv.
Como se menciond, los scFv se encuentra preferentemente en forma monomérica, pero pueden
agregarse para formar multimeros lo cual depende de varios factores como: concentracion, pH,
fuerza i6nica y temperatura (Arndt et al., 1998). Se ha determinado que un parametro adicional
que favorece la formacion de multimeros es el tamafio del péptido conector. Al modificar la
longitud del conector es posible generar moléculas diméricas (60kDa), triméricas (90kDa) o
tetraméricas (120kDa) (Fig.2) (Huston et al.,, 1991; Briisselbach et al., 1999; Kipriyanov ef al.,
1999). Se ha demostrado que los scFvs tienden a mantener su conformacién monomérica cuando
la longitud del péptido conector es de 15 a 20 aminoacidos (Huston et al., 1991). La formacion de
dimeros es favorecida cuando los conectores son menores a 10 residuos; algunos estudios
muestran que péptidos conectores de entre 4 a 6 residuos son los mas favorables para la
generacion de dimeros de scFvs funcionales in vivo (Huston et al., 1991; Holliger et al., 1993;
Volkel et al., 2001). Por otro lado, conectores por debajo de 3 residuos propician conformaciones
triméricas, mientras existe una predominancia de tetrdmeros cuando se elimina el péptido
conector (Hudson et al., 1999; Volkel et al., 2001). Un péptido conector de tamafio corto tiene
menor susceptibilidad a la degradacion por proteasas debido a que es mas inaccesible para estas
(Kortt et al., 2001).

La formacion de multimeros mediante el recorte del péptido conector se debe a que no es
posible que las regiones variables de cada monomero puedan interaccionar entre si, para formar
un sitio de union al antigeno, por lo que el ensamblado se lleva a cabo mediante la asociacion con

otro mondémero. Es decir, la VL1 de un mondomero debe interaccionar con la VH2 de otra



molécula; en consecuencia, la VHI interacciona con la VL2 del segundo, de esta manera se
forman dos sitios de unién al antigeno orientados en direcciones opuestas.

Se ha reportado que los anticuerpos multivalentes tienen mejoras notables en sus propiedades
como: la afinidad y/o estabilidad. De hecho, las primeras pruebas clinicas de fragmentos de
anticuerpos de origen multivalente muestran mejor afinidad, estabilidad y distribucion que los
mondmeros y mantienen un comportamiento satisfactoriamente eficiente en comparacion con los
multimeros de Fab (Holliger et al.,, 1993; Mcgregor et al., 1994; Katja et al., 1998; Goel et al.,
2001; Tahtis et al., 2001). Con los principios de multimerizacion es posible generar moléculas
multiespecificas, es decir anticuerpos que tienen la capacidad de reconocer a mas de un antigeno

(Fig.2) (Holliger et al., 1993; Kortt et al., 2000).
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Figura 2. Multimeros de scFv. A partir de las regiones Fv del anticuerpo pueden realizarse construcciones
para la formacion de multimeros. Se representan dimeros, trimeros y tetrameros de tipos multivalente o
multi-especifico. Pueden darse de manera espontanea, en diferentes condiciones o a través de la
modificacion de la longitud del péptido conector. Su utilizacion depende de la aplicacion que se quiera; esto
estd intimamente relacionado con el peso molecular de multimero (modificada de Holliger et al., 2005).



Estabilidad de anticuerpos.

Como hemos descrito, se pueden utilizar diferentes formatos de anticuerpos dependiendo de las
necesidades y los medios de produccion con los que se cuenten. Al mantener los fragmentos
variables (Fv) intactos, cuya funcién es el reconocimiento al antigeno, nos da la ventaja de jugar
con los diferentes formatos de anticuerpos.

Existe una relacion directa entre la estabilidad y la actividad bioldgica de cada molécula.
Ademés, en el caso de los antivenenos el requerimiento de estabilidad es fundamental, debido a
que deben pasar periodos de almacenaje y soportar cambios drésticos de condiciones.

Los formatos de anticuerpos Fab tienden a ser més estables que los scFv, lo cual se debe a
que en los Fab poseen los dominios C. Es importante mencionar que otro parametro que
determina la estabilidad de los fragmentos de anticuerpos, es la cooperatividad entre la interfaz de
las cadenas H y L. Asimismo, la interfaz de los Fabs es mayor que en los scFvs por los dominios
C (Worm et al., 1999; Worn y Pliickthun., 2001).

La maduracion in vitro de anticuerpos mediante evolucion dirigida es una de las técnicas que
permite mejorar las propiedades de las moléculas para su aplicacion. Se ha determinado que al
beneficiar la estabilidad de scFv por este método, hay una mejoria considerable en la
funcionalidad in vivo (Worn et al., 1999; Worn et al., 2000; Worn y Pliickthun 2001).

Una alternativa reciente es la utilizacion de anticuerpos que naturalmente presentan alta
estabilidad, como los provenientes de camélidos (dromedarios y llamas) o de peces cartilaginosos
(tiburones). Estos anticuerpos consisten en un solo dominio, llamado VHH para camélidos y V-
NAR para tiburones. Los dominios son pequefios (13kDa) y pueden producirse facilmente en
bacterias y levaduras. De manera global son denominados anticuerpos de un solo dominio 6
sdAbs (single-domain antibodies) (Hamers et al., 1993; Chames et al., 2009). Es sorprendente
que los sdAbs son moléculas con gran estabilidad aun cuando el puente disulfuro intradominio,
caracteristico de los anticuerpos humanos, no se encuentra presente. Estas variantes se han
comenzado a utilizar para conseguir anticuerpos neutralizantes contra el veneno de alacranes
como el Androctonus australis (Medden et al., 2003; Abderrazek et al., 2009). Sin embargo,
siguen siendo de origen animal lo que puede causar reacciones secundarias adversas cuando son
utilizados.

Como propuesta viable para mejorar la estabilidad de los scFvs humanos, como agentes

terapéuticos, puede ser la multimerizacion.



Despliegue en fagos.
La técnica de despliegue en fagos (phage display), comenz6 a desarrollarse hace mas de 20 afios,
cuando se demostr6 su viabilidad como herramienta en la investigacion molecular.

El despliegue en fagos es una técnica, en la que diversas proteinas pueden expresarse en la
superficie de los fagos, de tal forma que los fagos se convierten en el vehiculo que contiene la
informacion genética para la expresion, mientras que expone la proteina de interés en la
superficie y mantiene la capacidad de replicarse (McCafferty et al., 1990). El despliegue se logra
por la incorporacién de la secuencia de nucledtidos que codifica para la proteina de interés
fusionada al gen que codifica para una proteina de la cubierta viral dentro del genoma del fago.
Esta fusion traduccional asegura que al ensamblarse el fago la proteina foranea sea desplegada en
la superficie del fago maduro. El acoplamiento entre fenotipo y el genotipo es el elemento que
sustenta la tecnologia. De esta manera se pueden expresar y desplegar una gran cantidad de
variantes de secuencias nucleotidicas (alrededor de 10°) dentro de una poblacion de fagos. A
partir de las poblaciones de fagos pueden realizarse selecciones con la finalidad de obtener
moléculas con las caracteristicas deseadas (McCafferty ef al., 1990) (Fig. 3).

Como alternativa al sistema de despliegue descrito se crearon sistemas basados en
fagémidos. La diferencia radica en que la secuencia de la proteina de interés se introduce a un
fagémido, el cual es el vector que contiene un gen para la proteina de la cubierta (plIl 6 pVIII),
bajo un promotor (generalmente Lac). El fagémido tiene dos origenes de replicacion, uno viral y
otro de replicacion plasmidico, ademés de un gen marcador de resistencia a algin antibiotico. La
produccion de fago-proteina se realiza cuando las células que contienen el fagémido, son
infectadas con un fago ayudador (Helper), en cual contiene la informacioén genética para expresar
las proteinas necesarias para la morfogénesis del fago. Los fagos ayudadores mas usados son los
derivados del fago M13. La replicacion del ADN del fago ayudador es menos eficiente que la del
fagémido, lo que permite que el ADN del fagémido sea mas abundante y empacado
preferencialmente en la particula viral. Debido a que el fago ayudador también genera proteinas
de la cubierta silvestres, el despliegue de la proteina de interés es practicamente monovalente ya
que los fagos se ensamblan tanto con proteinas de cubierta silvestres como fusionadas. Este
sistema presenta ventajas con respecto al sistema de fago como: la facil manipulacién, la
estabilidad genética y la obtencion de anticuerpos solubles (Bradbury et al., 2004; Hoogenboom
et al., 1998).

El despliegue en fagos es una herramienta muy poderosa para aislar péptidos, proteinas o

fragmentos de anticuerpos que tengan propiedades especificas de unioén dentro de un gran nimero



de variantes. La técnica se utiliza principalmente en pruebas moleculares contra blancos

especificos, asi como, para el analisis y manipulacion de las interacciones proteina-ligando.
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Figura 3. Técnica de despliegue en fagos. a) Fago base, que muestra un origen de replicacion (Or) y
genes (g/ y g2), que codifican para las proteinas de la cubierta pl y p2, respectivamente. Una proteina
exogena px codificada por el gen gx puede ser desplegada en la superficie por la fusion traduccional de gx
con algin gen de proteina de la cubierta. b) Este principio es aplicado para la expresion de péptidos
naturales o sintéticos, dominios de proteinas o proteina completa y fragmentos de anticuerpos. ¢) A partir
de una poblacion de variantes nucleotidicas se generan bancos con una diversidad de proteinas
desplegadas (modificada de William et al., 2002).

El despliegue en fagos tiene la ventaja de que todo el proceso puede realizarse in vitro.
Ademas, durante la evaluacion de los fago-anticuerpos por pruebas de ELISA las sefales son mas
intensas que utilizando proteina soluble. Esto se debe a que el anticuerpo secundario reconoce a
las proteinas de la cubierta del fago (2800 copias), por lo que la cantidad de anticuerpo
desplegado necesario para ser detectado es menor que la cantidad de anticuerpo soluble. Asi
mismo, el tiempo requerido para producir un anticuerpo recombinante especifico es menor en

comparacion a los hibridomas (unas semanas comparadas con varios meses) y como ya se



menciono es una herramienta eficiente para la seleccion de proteinas de interés, ademas de ser un

proceso es relativamente simple, no necesita equipamiento especial y es barata.

Bancos de anticuerpos.

Los bancos de anticuerpos (fago-anticuerpos) se construyen a partir de una diversidad de
secuencias, ya sea de un solo organismo o de una poblacion. La diversidad se obtiene a partir de
los linfocitos B extraidos de o6rganos linfaticos como timo, bazo, médula o de sangre periférica.
Se realiza la recuperacion del ARN total que contiene mensajeros maduros de las secuencias de
anticuerpos. Por medio de RT-PCR (reaccion con la enzima transcriptasa reversa) se genera
cADN, del cual se recuperan las secuencias codificantes de las regiones VH y VA 6 Vi« (Orlandi
et al., 1989). La informacion contenida en el cADN es amplificada usando oligonucleo6tidos
especificos para familias de VHs y VLs. Las secuencias pueden ser combinadas aleatoriamente y
clonadas para formar bancos de fragmentos de anticuerpos; scFv o Fab. Las variantes genéticas
se clonan en los vectores de despliegue (fago o fagémido), como ya se describié (Fig. 3 y 4).

Existen tres tipos de bancos de anticuerpos: inmune, nativo y sintético.
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Figura 4. Metodologia basica para la construccion de bancos de fago-anticuerpos. Se realiza
mediante la obtencion de sangre de donadores, la purificacion de linfocitos B y combinaciones aleatorias
de los dominios VH y VL, previamente amplificados mediante RT-PCR. Posteriormente se clonan para el
despliegue y/o expresion.

Bancos inmunes.

La diversidad se crea a partir de los genes de anticuerpos de isotipo G (IgG) presente en los
linfocitos B de organismos inmunizados con el antigeno deseado. La poblacion de anticuerpos
estd enriquecida con variantes que reconocen al antigeno especificamente y presentan alta
afinidad debido al proceso de maduracién del sistema inmune (Clackson et al., 1991). La
construccion de estos bancos permite tener una gran diversidad de anticuerpos especificos y de

alta afinidad, a partir de una inmunizacién, ademas de tener acceso facil al material para una



rapida manipulacion y produccion de ellos. La gran ventaja es que no se requieren bancos de gran
tamano. Sin embargo, existe la desventaja de que la inmunizacidon no siempre es posible debido a
la tolerancia hacia el antigeno, por su toxicidad asi como a principios éticos.

Bancos nativos (no-inmune).

La diversidad de anticuerpos proviene de IgGs e IgMs, los cuales tienen el potencial de reconocer
a una gran variedad de antigenos. Un banco nativo suficientemente grande y diverso permite
aislar anticuerpos, contra diversos antigenos, incluyendo aquellos que no son toxicos o
inmunogénicos, es decir, aquellos que no estimulan la respuesta inmunologica natural (Marks et
al., 1991; Klein et al., 1997; Vaughan et al., 1996). La afinidad de los anticuerpos seleccionados
de un banco nativo es proporcional al tamafio del banco; los rangos van desde 10°” M™' para un
banco con 3x10” clonas hasta 10%'® M para un banco con un numero de clonas mayor a 3x10°.
Los bancos de scFv humanos llegan a ser de entre 6.7x10" a 4.1x10" (Klein et al, 1997;

Vaughan et al., 1996; Hoogenboom et al., 1998).

Bancos sintéticos.
Los bancos sintéticos se construyen artificialmente, por medio de un ensamblaje in vitro de las
secuencias de los dominios V, por ejemplo, por medio de la introduccioén de secuencias aleatorias

en la region de los CDRs (Hoogenboom ef al., 1998).

Seleccion de fago-anticuerpos a partir de un banco.

Una vez que el banco ha sido construido, la tarea es hacer un proceso de seleccion de clonas
especificas que serdn analizadas a detalle. Este proceso de manipulacion del ADN para la
creacion de bancos, el despliegue en fagos y la subsecuente seleccion (rondas de tamizados) es el
protocolo basico del despliegue en fagos y se acuiitd como “ciclo de despliegue en fagos” (phage

display cycle) (Hoogenboom et al., 1998). Los pasos del proceso se describen en la figura 5.
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Figura 5. Ciclo de despliegue en fagos. a) Un grupo de variantes de secuencias de ADN que codifican
para un anticuerpo completo o fragmento son obtenidas o generadas. b) Se realiza la clonacion dentro del
genoma del fago o fagémido, fusionados traduccionalmente con el gen de la proteina de interés de la
cubierta, para la obtencion del banco. ¢) El banco de fago-anticuerpos es expuesto a un antigeno
inmovilizado. d) Los fago-anticuerpos que no presentaron union o interacciones inespecificas son lavados.
e) Los fago-anticuerpos unidos son eluidos mediante condiciones que rompan la interaccidon entre el
anticuerpo desplegado y el antigeno. f) La poblacion de fago-anticuerpos recuperados son tomados para la
infeccion de bacterias y ser amplificados, a esta primera parte del proceso de seleccion se le denomina
ronda de tamizado. g) Los fago-anticuerpos amplificados forman una segunda poblacion de moléculas
especificas contra el antigeno. La ronda de tamizado puede ser repetida para disminuir el nimero de
variantes y obtener un enriquecimiento de las mejores variantes de anticuerpo. h) Posteriormente, un
proceso de seleccion individual (analisis de las variantes aisladas), es necesario para quedarse con los
mejores anticuerpos (modificada de William ef al., 2002).



Durante los ciclos de tamizados (Fig.5) es posible realizar modificaciones en las condiciones de
cada ronda para favorecer la seleccion de variantes con mejores propiedades, como son estabilidad
y/o afinidad.

Después de realizar varios ciclos de tamizado deben realizarse pruebas de evaluacion mediante
ensayos de reconocimiento al antigeno, para lograr aislar anticuerpos individuales. Si los
anticuerpos son especificos contra el antigeno pero no presentan niveles satisfactorios de afinidad
y/o estabilidad, se puede recurrir a la evolucion dirigida, para madurar el anticuerpo seleccionado.

La importancia de la utilizacion del despliegue en fagos de fragmentos de anticuerpos se ve
avalada por el porcentaje del total de anticuerpos aprobados (80%) por la FDA para uso terapéutico

aislados por esta técnica (Nelson et al., 2009).

Evolucion Dirigida.
La evolucion dirigida es un proceso empleado en la modificacion de proteinas, mediante el cual
se realizan cambios a nivel de la secuencia de ADN que codifica para la proteina de interés,
generando variabilidad. La poblacion de variantes es sometida a seleccion mediante el uso de
presiones selectivas para aislar aquellas moléculas con mejores caracteristicas. Para generar
variabilidad en una secuencia puede realizarse la amplificacion mediante reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR, por sus siglas en ingles Polymerase Chain Reaction). La EP-PCR (error prone-
PCR) se basa en modificar las condiciones normales de reaccion, con la finalidad de incrementar
la tasa mutagénica de la Taqg polimerasa. Los productos de PCR son clonados en vectores de
despliegue y sometidos a procesos de seleccion, en los que se busca obtener proteinas con
mejores propiedades, por ejemplo: la estabilidad y/o afinidad. Estas tecnologias han permitido
seleccionar scFv con propiedades mejoradas tales como afinidades fentomolares (1x107°M),
entre otras (Boder et al., 2000).

La evolucion dirigida al ser aplicada en anticuerpos puede ser comparable con la respuesta
del sistema inmune donde ocurre los procesos de hipermutacién somatica y seleccion clonal,

previamente descritos.



ANTECEDENTES

Importancia Médica de los anticuerpos: Antivenenos.

Durante el pasado siglo el uso de anticuerpos ha venido creciendo a pasos agigantados en los
campos de la investigacion, diagnéstico y tratamiento de diferentes padecimientos.
Particularmente, el uso de anticuerpos se ha desarrollado ampliamente como tratamiento para el
envenenamiento contra la picadura de animales ponzofiosos (antivenenos). En sus comienzos, la
preparacion de antivenenos involucraba la inmunizacién de animales con el veneno completo,
posteriormente se extraia el suero y era liofilizado para ser utilizado (Chippaux et al., 1998;
Theakston et al., 2003; Espino et al., 2009). Esta practica traia muchos problemas como eran las
reacciones secundarias adversas por la presencia de proteinas accesorias en el suero, como la
albumina. Para la segunda generacion de antivenenos, se realizaba el aislamiento de los
anticuerpos y estos eran utilizados para el tratamiento. Sin embargo, seguian apareciendo
reacciones secundarias adversas por la aplicacion de estos (Chippaux et al., 1998; Theakston et
al., 2003; Espino et al., 2009). Debido a lo anterior, se realizaron investigaciones para encontrar
la causa de esta problemdtica y se observd que las reacciones estaban relacionadas con el
fragmento Fc. A partir de ahi surgid la tercera generacion de antivenenos, formados por Fab y
conocidos como faboterdpicos, los cuales son muy utilizados hoy en dia (Chippaux et al., 1998;
Theakston et al., 2003; Espino et al., 2009). Estos anticuerpos carecen del fragmento Fc pero
contienen anticuerpos especificos contra el antigeno con el cual fue inmunizado el organismo asi
como contra otras moléculas, es por esto que este tipo de sueros son poco especificos. La cuarta
generacion se enfocd en obtener anticuerpos que reconocieran solo a los componentes mas
abundantes y toxicas de los venenos (Espino ef al., 2009). No obstante, estos seguian siendo
producto de la inmunizacién de animales. Una de las caracteristicas principales de la cuarta
generacion es la construccion de anticuerpos humanizados o quiméricos los cuales contenian
andamiajes y el fragmento Fc de humano cuyos detalles se explicaran mas adelante, esto con el
fin de disminuir las reacciones secundarias (Theakston et al., 2003; Espino et al., 2009). En la
quinta generacion, que es la mas reciente; se trabaja principalmente con fragmentos de
anticuerpos como los scFv, debido que contiene los Fv y se pueden derivatizarse en otros
formatos. Los anticuerpos son seleccionados por métodos in vitro contra antigenos especificos
del veneno. En los ultimos afios se han generado scFvs de origen humano que facilitaran su uso
terapéutico. La construccion de los scFvs se realizd a partir de material genético obtenido de
sangre humana y mediante técnicas de biologia molecular se clonaron y expresaron en bacterias

(McCafferty et al., 1990). Debido a que es imposible inmunizar humanos, se utilizan otras



estrategias para generar variantes y seleccionar anticuerpos especificos como las técnicas de
despliegue en fagos y evolucion dirigida (McCafferty et al., 1990; Riafio et al., 2005). Estas dos
ultimas generaciones aun no han sido sometidas a pruebas clinicas sin embargo, se encuentran en
fases experimentales avanzadas y como propuestas alternativas para el mejoramiento de los

antivenenos.

Alacranismo.

El envenenamiento por picadura de alacran es un problema de salud en las regiones tropicales y
subtropicales del mundo debido a la ocurrencia y severidad de los problemas que causan. Las
areas con mayor incidencia son: Africa, Sur de la India, Medio Oriente, México y Sudamérica (al
Este de los Andes). El nimero de accidentes reportado por afio a nivel mundial supera los 1.2
millones (Chippaux et al., 2008). Estos datos son sorprendentes aun cuando no se tienen registros
completos. México se encuentra dentro de las tres regiones con mayor numero de accidente
ocasionados por alacranes a nivel mundial (Chippaux et al., 2008).

En México habitan aproximadamente 134 especies y subespecies de alacranes pero solo 8
son de importancia médica para el hombre, todas pertenecientes al género Centruroides y
generalmente son responsables de la mayoria de accidentes (Hoffman C., 1936; Hoffman et al.,
1939; Dehesa et al., 1994).

Centruroides noxius es la especie mas peligrosa del pais, debido a la alta toxicidad de su
veneno. Es endémica del estado de Nayarit donde, coincidentemente, se presentan el mayor
numero de muertes por picadura de alacran (Celis ef al., 2007; Sistema Nacional de Acceso a la
Informacién en Salud, SINAIS).

En México se ha reportado que el nimero promedio anual de picaduras es de 200,000 (hasta
2007). Asi mismo, se tienen reportadas 6247 defunciones hasta el 2008 (70% nifios), sin
embargo, se cree que hay una subestimacion por un factor de 2 6 3 (Dehesa ef al., 1994; Celis et
al., 2007). Aunque en los ultimos 20 afios la mortalidad por picadura de alacran ha disminuido
sigue siendo un problema importante de salud. Los grupos de edades mas afectados son los nifios
y los ancianos (Celis et al., 2007). Aunado, la mayor cantidad de picaduras ocurre en personas
menores 15 afnos durante la noche en el hogar (90%) (Choweel et al., 2005; SINAIS).

El desenlace clinico del envenenamiento por picadura de alacran depende de multiples
factores, algunos del artrépodo y otros de la victima. En la mayoria de los casos el tiempo de
aparicion de los primeros sintomas de intoxicacion y el desarrollo de reacciones graves posterior
a la picadura puede ser muy corto; en la mayoria de los casos varia entre 5 y 30 minutos (Dehesa

et al., 1994; Celis et al., 2007).



Sintomatologia.

Los sintomas pueden ser de tipo locales y sistémicos. Los sintomas locales se manifiestan en el
lugar de la picadura e incluyen dolor intenso, irritacion, hormigueo (prurito), hipersensibilidad
(hiperestesia) e inflamacion.

Los sintomas sistémicos varian y no tienen una aparicion secuencial, pero incluyen
taquicardia, nauseas, vomito, prurito en todo el cuerpo, excesiva salivacion (sialorrea), pérdida de
coordinaciéon motora (ataxia), dificultad respiratoria, irritabilidad, ceguera pasajera, dolor
abdominal, convulsiones, coma, alteraciones en la presion arterial (hipertension o hipotension),
falla cardiaca, fallo circulatorio, paro cardiaco y edema pulmonar, estos ultimos son normalmente
los causantes de la muerte del individuo.

Uno de los factores que afectan la aparicion de estos sintomas es la velocidad de distribucion
del veneno, la aplicacion por via intravenosa, en ratones, tiene tiempos de diseminacion que van

de 4 a 7 minutos (Dehesa et al., 1994).

Terapia contra la picadura de alacran.
Actualmente existen dos tratamientos contra el envenenamiento por picadura de alacran; los
antivenenos y el tratamiento sintomatico.

En México existe el antiveneno contra la picadura de alacran de caracter polivalente para el
género Centruroides. Este antiveneno es producido por inmunizacion en caballo con la mezcla de
macerado de glandulas venenosas de 4 de las especies mas nocivas del pais (C. noxius, C.
limpidus limpidus, C. l. tecomanus, y C. sufufus suffusus). Los anticuerpos son aislados y
digeridos, por la proteasa pepsina, para obtener los fragmentos F(ab’), y posteriormente
liofilizarlos. Este antiveneno es un faboterapico de caracter bivalente.

Existen dos compafiias que producen y comercializan el suero. Laboratorios de Bioldgicos y
Reactivos de México (BIRMEX), que producen el suero antialacran y el Instituto BIOCLON, que
produce Alacramyn ™ (Dehesa et al., 1994).

El uso de estos antivenenos es efectivo sin embargo, no se descarta la posibilidad de que su

utilizacion puede ocasionar reacciones secundarias adversas importantes.

Efectos secundarios por el uso de anticuerpos terapéuticos.

La gran limitante del uso de anticuerpos de origen no-humano como terapéuticos son las
repercusiones secundarias adversas que estos pueden causar. Debido, a que la presencia de
moléculas ajenas al organismo pueden producir reacciones en los individuos desde leves a muy

graves. De forma inmediata, existen respuestas adversas como algunos tipos de



hipersensibilidad, con el uso de Alacramyn™ puede presentarse de Tipo I y III. La
hipersensibilidad de tipo I se presenta de manera rapida, es producida por respuesta alérgica a los
componentes administrados. Este tipo de respuesta se encuentra mediada por la sobre produccion
de anticuerpos IgE y se caracteriza por ocasionar sintomas como vasodilatacion, inflamacion,
asma y anafilaxia lo cual puede ser fatal (Gell ef al., 1963; Abbas et al., 2004; Black et al., 2007).
La hipersensibilidad de tipo III se presenta de manera tardia y la aparicion de los sintomas puede
variar de dias hasta semanas. Esta hipersensibilidad se caracteriza por la formacion de
inmunocomplejos, es decir agregados de anticuerpos IgG e IgM unidos al antigeno, los cuales
debido a su gran tamafio no pueden ser eliminados y se depositan en 6rganos y tejidos como el
rifion, higado, articulaciones y piel. La acumulacion de los complejos ocasiona la activacion de la
respuesta inmune complementaria, atacando a los tejidos y 6rganos afectados. La respuesta por
hipersensibilidad tipo de III causa problemas como la enfermedad del suero, lupus eritematoso
sistémico y artritis reumatoide (Gell ef al., 1963; Abbas et al., 2004; Black et al., 2007). Aunque
estos fendmenos se presentan en baja proporcion no dejan de ser un punto de crucial importancia
para la utilizacioén de anticuerpos terapéuticos

Los fenomenos de hipersensibilidad estdn relacionados con la inmunogenicidad que
presentan los anticuerpos terapéuticos que no son de origen humano. Es decir, la respuestas del
sistema inmunoldgico contra los anticuerpos de uso terapéutico no-humanos, mediante la
produccion de anticuerpos anti-anticuerpos terapéuticos.

En los ultimos 20 afios los esfuerzos se han enfocado en mimetizar la estructura de los
anticuerpos no-humanos para evitar las reacciones secundarias adversas. Por un lado mediante la
quimerizacion, que es la suplantacion de los dominios V del anticuerpo de origen no-humano a
un andamiaje de anticuerpo humano. Otra alternativa, es la humanizacién en la cual se trasplantan
solo los CDR no-humanos en un andamiaje humano. Sin embargo, los anticuerpos quiméricos o
humanizados no siempre mantienen el reconocimiento o afinidad de los anticuerpos originales
(Chames et al., 2009).

En la actualidad una de las principales fuentes de obtencion de anticuerpos son los ratones
(murinos). Los anticuerpos murinos son muy utiles para la investigacion y diagnéstico, sin
embargo, para el uso terapéutico en humanos no son los mas ideales. Debido a que favorecen la
activacion de la respuesta inmune, produciendo anticuerpos anti-anticuerpos murinos (HAMA
por sus siglas en ingles human anti-murine antibody) limitando su utilizacién como terapéutico,
es decir su funcionalidad puede llegar a ser afectada por la respuesta inmune del individuo u
ocasionar reacciones adversas que pueden ser fatales como las ya mencionadas (He et al., 2002;

Selisko et al., 2004; Hudson y Souriau, 2003).



Aun cuando existen modificaciones en los anticuerpos murinos como la quimerizacion o la
humanizaciéon la respuesta inmunogénica no siempre es abatida. Hwang y Foote (2005)
observaron la aparicion de la respuesta HAMA, la respuesta anti-anticuerpos quiméricos (HACA,
por sus siglas en ingles Auman anti-chimeric antibody) y la respuesta anti-anticuerpos
humanizados (HAHA, por sus siglas en ingles human anti-humanized antibody) en pacientes
tratados con anticuerpos terapéuticos con estas caracteristicas. Los autores reportaron que existe
una disminucion significativa de la inmunogenicidad al usar anticuerpos humanizados; sin
embargo, pueden presentarse problemas leves asociados a hipersensibilidad.

Swann y colaboradores (2008) mostraron resultados similares a los autores anteriores e
hicieron dos grandes aportaciones en su trabajo, una de ellas fue la introduccién a su estudio de
fragmentos de anticuerpos, Fab y scFv, aunque de origen murino. La utilizacién de estos
fragmentos de anticuerpos mostr6é una disminucion de alrededor del 80% en la inmunogenicidad
en comparacion a anticuerpos completos murinos, pero la inmunogenicidad sigue siendo
significativa. La segunda aportacion fue la observacion de los efectos causados por el uso de
anticuerpos humanos en el cual la disminucién de la inmunogenicidad es notable, alrededor del
96%, en relacion a la respuesta HAMA. Por lo tanto el uso terapéutico de anticuerpos de origen
no-humano requiere de mayores modificaciones para ser de uso confiable. Estos estudios nos
hablan sobre el rumbo que se debe de tomar para la generacion de futuros inmunoterapéuticos.
Gracias a las nuevas tecnologias es posible la obtencion de anticuerpos de origen humano los
cuales se pueden manipular para obtener diferentes formatos. Actualmente los antivenenos
comerciales utilizados contra la picadura de alacran, son obtenidos de caballo y los efectos
secundarios como la inmunogenicidad puede ser similares a los observados por el uso de

anticuerpos de origen murino (Hwang y Foote, 2005; Swann ef al., 2008).

Cn2y 6009F

El veneno de los alacranes es una mezcla compleja de componentes en su mayoria poli-péptidos
neurotoxicos. Estas neurotoxinas afectan la actividad de los canales celulares excitables y no
excitables del sistema nervioso. El efecto de las toxinas es bloquear algunas funciones
fisiologicas vitales lo cual puede dar resultados fatales.

La toxina denominada Cn2 fue aislada a partir del veneno total del alacran C. noxius y es el
componente mas abundante (6.8% del veneno total) y peligroso para los mamiferos, entre ellos el
hombre. Cn2 es una B-toxina que actia sobre los canales de sodio y cuya estructura es similar a
otras toxinas caracterizadas de alacran. Estd conformada por tres hebras-f y una hélice-a,

adicionalmente presenta 4 puentes disulfuro que la hacen muy estable (Pintar ef al., 1999).



En los grupos de investigacion del Dr. Becerril y del Dr. Possani (IBT, UNAM) se demostrd
que al neutralizar la toxina Cn2 es posible abatir la toxicidad del veneno total del alacran C.
noxius. En una primera etapa se buscd un anticuerpo que lograra cumplir con este objetivo,
obteniendo el anticuerpo denominado BCF2 de origen murino (Pintar ef al., 1999; Licea et al.,
1996; Selisko et al., 2004). Sin embargo, el gran avance se dio con la generacion de un scFv de
origen humano, el cual se aisl6 a partir de un banco de scFvs humanos desplegados en fagos. El
aislamiento se hizo mediante 4 rondas de tamizando de un banco de fago-anticuerpos humanos, al
finalizar estas rondas se encontraron dos variantes, denominadas C1 y 3F que reconocen a la
toxina Cn2 especificamente, pero con baja afinidad. El anticuerpo 3F, fue mejorado mediante 3
ciclos de maduracion in vitro, utilizando la evolucion dirigida. La mejor variante aislada mostro
tener la capacidad de neutralizar a la toxina Cn2 y al veneno total del alacran C. noxius sin la
aparicion de sintomas visibles, ademds de tener una alta afinidad (410pM). Al scFv se le
denomino 6009F (Riafio et al., 2005). Es importante recordar que el scFv 6009F es de origen
humano, por lo que es poco probable que su aplicacion terapéutica desencadene reacciones
adversas. Estudios més recientes muestran que el anticuerpo 6009F tiene la capacidad de
neutralizar 2 Dosis Letales medias (DLsy) del veneno total, en pruebas de rescate, es decir,
cuando se aplica el anticuerpo de 7 a 10 minutos posteriores a la administracion del veneno; es
notorio la disminucion de los sintomas y la supervivencia de los individuos (comunicacion

personal Dra. Riafio L.).



JUSTIFICACION

La capacidad neutralizante de los scFv, los hacen buenos prospectos para su uso como
antivenenos sin embargo, presentan una rapida eliminacion y degradacidon en el organismo
comparadas con los Fab o anticuerpos completos. Lo que nos hace considerar el empleo de otros
formatos con un tamafio intermedio entre los scFv y Fab, como las formas dimericas de scFvs.
Por las caracteristicas ya mencionadas enfatizamos que un anticuerpo ideal como tratamiento
contra el envenenamiento por la picadura de alacran, debe tener: a) una rapida, homogénea
penetracion y distribucion, esto por la rapida distribucion del veneno de alacran, b) bajo tiempo
de retencion en los tejidos que no son blancos, ¢) rapida eliminaciéon de la sangre, d) alta
estabilidad en condiciones fisiologicas y e) alta afinidad. Los pardmetros mencionados pueden ser
cumplidos por las moléculas diméricas de scFvs, asi mismo, se han realizado construcciones de
scFv divalentes de las cuales se ha observado un aumento en la afinidad, mejor estabilidad y una
mayor capacidad neutralizante en comparacion a los mondémeros (Huston et al., 1991; Holliger et
al., 1993; Briisselbach et al., 1999; Kipriyanov et al., 1999; Nielsen et al., 2000; Tahtis et al.,
2001; Volkel et al., 2001; Goel et al., 2001; Lee et al., 2002; Aubrey et al., 2003).
Especificamente, se han observado mejorias importantes en estabilidad y afinidad en dimeros de
scFv con péptidos conectores de 5 residuos (Holliger et al., 1993; Vilkel et al., 2001).

En el laboratorio del Dr. Becerril se realizo la construccion de la molécula dimérica, del scFv
6009F, disminuyendo la longitud del péptido conector a 5 residuos de aminodcidos (Glys-Ser)
(Dra. L. Riano, datos no publicados) (Fig. 2). Los ensayos de proteccion en ratones muestran que
su capacidad neutralizante no es la adecuada, debido a que en las pruebas se observan sintomas
de intoxicacion en los ratones. Los sintomas aparecen 4 horas después de la aplicacion, aunque
todos los animales sobreviven (ver Tabla IV). Este comportamiento contrasta con la forma
monomerica del scFv 6009F con el cual no se observan sintomas. Aun cuando se ha reportado
que las moléculas diméricas de anticuerpos suelen presentar un mejor comportamiento que las
monoméricas, en este caso no fue asi. Adicionalmente, se ha observado en pruebas de
neutralizacion que anticuerpos con baja estabilidad pueden ocasionar la aparicion de sintomas de
intoxicaciones mas severos al mediano plazo (comunicacién personal, Dra. L. Riafio). La
disminucién en la capacidad neutralizante del dimero 6009F puede deberse a que el recorte del
conector generd una molécula con problemas de estabilidad funcional. Debido a que en pruebas

de reconocimiento el dimero muestra un comportamiento similar al monémero 6009F.



La generacion de dimeros de scFv se considera una buena alternativa para mejorar las
propiedades de los anticuerpos. Sin embargo, no ocurre en todos los casos como el scFv 6009F
dimérico. En este trabajo se busco, primordialmente, mejorar las propiedades neutralizantes del

dimero 6009F mediante las metodologias descritas; evolucion dirigida y despliegue en fagos.

HIPOTESIS

A través de evolucion dirigida y despliegue en fagos es posible generar y aislar una variante del
diméro 6009F que mejore sus propiedades neutralizantes contra la toxina Cn2 y el veneno total

de C. noxius.

OBJETIVO GENERAL

Aislar una variante del dimero scFv 6009F que tenga un mejor comportamiento neutralizante

contra la toxina Cn2 por medio de evolucion dirigida y despliegue en fagos.

OBJETIVOS PARTICULARES

» Someter a evolucion dirigida el diméro scFv 6009F; creando bancos mutagénicos.
» Someter a diferentes presiones selectivas a los bancos mutagénicos mediante condiciones
desnaturalizantes en presencia de la toxina Cn2.
» Caracterizar las variantes seleccionadas de la siguiente manera:
Secuencia
Reconocimiento
Neutralizacion

Estabilidad



METODOLOGIA

Materiales. La cepa utilizada para este trabajo fue Escherichia coli TGl [F'traD36 proAB
lacl,ZAM]I5]. Esta cepa es la mas recomendable para la técnica de despliegue en fagos. El
plasmido Psyn2 (Ap') se utilizd para el despliegue en fagos de los anticuerpos diméricos. Asi
mismo, el plasmido Psynl se uséd para expresion de las proteinas. A menos que se mencione otra
cosa E. coli se cultivdo en medio YT2X (NaCl 171mM, Extracto de levadura 10g/L, Bacto-
triptona 16g/L) liquido suplementado con Ampicilina (Ap; 200 pg/ml) y glucosa (2%). En
algunas ocasiones el medio fue complementado con Kanamicina (Kn; 50 pg/ml). A menos que se
indique otra cosa, los cultivos liquidos se incubaron en condiciones aerdbicas (con agitacion a
250rpm) a 37°C. Para el protocolo de despliegue en fagos, asi como para lavados y como
disolvente de los anticuerpos se utilizoé solucion salina amortiguada por fosfatos (PBS); (NaCl
137mM, KCl 2.7mM, Na,HPO, 10mM, KH,PO4 7.4mM). En algunos lavados el PBS se
complement6 con detergente Tween (laurato de sorbitan POE20; 0.1%). Para la recuperacion de
los fago-anticuerpos por precipitacion se utilizo la mezcla de polietilenglicol 8000 (PEG 40%)
con NaCl (2M).

Para la seleccion y evaluacion se realizé la inmovilizacion de la toxina Cn2 tanto en los
inmunotubos como en placas de ELISA mediante la dilucion previa de la toxina en solucion de
carbonatos (50mM Na,COs; pH9). A una concentracion definida (tablas II y III) se coloco la
toxina Cn2 en los inmunotubos o en cada pozo de la placa de ELISA y se incub¢ a 4°C durante
toda la noche. Al dia siguiente, se realizaron 3 lavados con PBS-Tween y se anadio agente
bloqueador (1% BSA, leche o gelatina en PBS), y se incubd por 2 horas a 37°C. Todos los

quimicos se obtuvieron de J.T Baker, Sigma-Aldrich o Merck.

Construccion del banco mutagénico. La generacion de sustituciones a lo largo de la secuencia
nucleotidica del dimero 6009F se logré mediante EP-PCR con base en los protocolos de Lueng et
al. (1989) y Cadwell ef al. (1992). Mediante estos protocolos es posible manejar diferentes tasas
de error (mayor al 1%) de la Taq polimerasa.

Se utilizaron tres tipos de reacciones para la obtencion de alta, media y baja tasa de

mutaciones bajo las siguientes condiciones (Tabla I).



TABLA 1
Condiciones de reaccion para la EP-PCR.

Tasa mutagénica Alta Media Baja
Agua
Buffer polimerasa (10X)
*dNTPs desbalanceados
Oligo directo (10pM)
Oligo reverso (10pM)
MgCl, (25mM)
-mercaptoetanol (1M)
DMSO ow |- |- |
**ADN templado
MnCl, (IM) spl 5w |- |
Taq polimerasa
Volumen final 100pl 100pl 100pl

*dNTPs desbalanceados: dGTP (2mM), dATP (2mM), dCTP (10mM) y dTTP (10mM).

**Como templado se utilizo el ADN correspondientes al dimero scFv 6009F.

Las reacciones de amplificacion se realizaron bajo los siguientes parametros: 1 ciclo inicial
de desnaturalizacion, a 95°C por 5 min; 30 ciclos de amplificacion (95°C por 1 min, 55°C por 1
min y 72°C por 1 min); 1 ciclo terminal de extension, a 72°C por 10 min.

Los productos de EP-PCR se purificaron de geles de agarosa al 1% y digeridos con las
enzimas Sfil y Notl (New England Biolabs, Beverly MA, USA). El producto de la digestion se
ligo al vector de despliegue Psyn2 cortado con las mismas enzimas. Los bancos se utilizaron para
trasformaron células de la cepa TGl por electroporacion. Se realizaron diluciones 1:100 y
sembraron en medio s6lido YT2X-ampicilina-glucosa para determinar el tamafio del banco.
También se tomaron 10 colonias al azar de cada banco a las cuales se les purificod el plasmido
(Kit Roche) y se secuenciaron para realizar la estimacion de la tasa mutagénica. La secuenciacion
de ADN se llevo a cabo en la unidad de secuencia del IBT, UNAM con un secuenciador ABI

Prism 3700 automatic DNA sequencer (Perkin-Elmer).

Despliegue del banco de anticuerpos en fagos. El proceso de despliegue en fagos de los bancos
se realizo en dos etapas. La primera etapa implico el crecimiento y despliegue de los anticuerpos
en la superficie de los fagos. La segunda etapa radicé en la recuperacion de las moléculas virales
(fago-anticuerpos).

Para la amplificacion y despliegue de los anticuerpos se inocularon los bancos en 15 ml de
medio YT2X-ampicilina-glucosa e incubaron con agitacion constante hasta tener un crecimiento

bacteriano con una DOgonm=0.7-1. Se adicion¢ el fago ayudador (helper) en una relacion de 20:1



fagos:bacterias e incub6 sin agitacion por 30 min, posteriormente 30 min con agitacion. Los
cultivos se centrifugaron a 4000 rpm (rotor JA-20, Beckman) por 15 min a 4°C. Se resupendio el
boton celular en medio YT2X- kanamicina-ampicilina, en un volumen final de 50 ml en un
matraz de 250 ml. Se incub6 a 37°C por 30 min en agitacion continua y posteriormente a 30°C en
agitacion continua toda la noche.

La segunda etapa de recuperacion de los fago-anticuerpos se realizd mediante la
centrifugacion de los cultivos a 4000 rpm (rotor JA-20, Beckman) por 20 min a 4°C. Se recuper6
el sobrenadante al cual se le adicion6 5 ml de mezcla PEG-NaCl por cada 25ml de sobrenadante e
incubaron durante 15 min en hielo. La mezcla se centrifugd a 6000 rpm (rotor JA-20, Beckman)
por 20 min a 4°C. Se resuspendi6 el botdn celular en 20 ml PBS estéril y 4 ml de PEG-NaCl la
mezcla se incubd en hielo por 15 min. Se centrifug6é a 6000 rpm (rotor JA-20, Beckman) por 20
min a 4°C y se desecho el sobrenadante. El boton celular se resupendid en 2.5 ml de PBS y
centrifugo a 13,000 rpm (rotor 16F6-38, Eppendorf). El sobrenadante se filtr6 por membrana de
0.45 um para ser utilizado o almacenado a 4°C.

Posteriormente, se realizd la titulacion de las poblaciones mediante diluciones seriales e
infeccion de células TG1. Se sembraron 100 pl en cajas de medio solido YT2X-ampicilina-
glucosa. Las cajas se incubaron durante toda la noche a 37°C. Al dia siguiente se contaron las

colonias y calcularon los titulos de fago-anticuerpos.

Seleccion de variantes del dimero 6009F. Para el aislamiento de variantes de anticuerpos se
siguid el protocolo de seleccion descrito por Marks (1991). Utilizando pre-tratamientos de los
fago-anticuerpos en presencia de agentes desnaturalizantes como: cloruro de guanidinio
(GdnHC) y altas temperaturas, los detalles se resumen en las tablas II y III.

Se coloco 1 ml de toxina Cn2 en los inmunotubos en diferentes concentraciones (ver tabla 11
y III). Se realizaron dos procesos de seleccion independientes en diferentes condiciones de pre-
incubacion (Tabla II y IIT). En el primer proceso se hicieron 5 rondas de tamizado y mientras en
el segundo proceso se realizaron 2 rondas de tamizado. La figura 6 muestra el resumen del

protocolo general que se realizo para las rondas de tamizado.
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Figura 6. Protocolo para cada ronda de tamizado. El diagrama que describe el protocolo general que se
utilizo para seleccion de variantes del dimero 6009F. Cada uno de estos ciclos lo denominamos ronda de

tamizado.
*Los detalles de cada ronda de taminzado se muestra en las tablas II y IIL

*TABLA 11
Condiciones usadas para cada ronda de tamizado durante el primer proceso de

seleccion.

Ronda de Temp. (°C) | [GdnHCIl] (M) | Tiempo
tamizado (h)

la

Za

3a

42

5+




*TABLA III
Condiciones usadas para cada ronda de tamizado durante el segundo proceso de

seleccion.
Ronda de tamizado [Cn2] Temp. (°C) Tiempo (h)
(ng/ml)
1*°
227 50 60 0.5

Las tablas muestras las rondas de tamizado que se realizaron en cada proceso de seleccion. En un primer
proceso se realizaron 5 rondas de tamizado, mientras que en el segundo proceso se hicieron 2 rondas (pre-
tratamiento solo con temperatura). Asi mismo, se muestran las particularidades de cada ronda de tamizado
como: concentracion de Cn2 inmovilizada, temperatura, concentracion de GdnHCI y tiempo de pre-
incubacion. El procedimiento de cada ronda de tamizado se muestra en la figura 6.

"Lavado con TEA

Posterior al tiempo de incubacion de los inmunotubos con los fago-anticuerpos fueron
lavados en 20 ocasiones con PBS-Tween y 20 repeticiones mas con PBS. En algunos casos se
realizaron lavados con trietilamina 0.1M (TEA)+, por triplicado en un tiempo no mayor a 10
minutos, seguido de lavados con PBS

Para la recuperacion o elucion de los fago-anticuerpos que mantuvieron reconocimiento por
la toxina se agregd Iml de cultivo de células TG1 (DOgoonm=0.7). Para permitir la infeccion, el
inmunotubo se incubo a 37°C sin agitacion por 30 min y posteriormente a 37°C con agitacion por
30 min. Las células se sembraron en medio solido YT2X-Ampicilina-glucosa e incubaron toda la
noche. Al dia siguiente, se cosecharon las células para amplificar, recuperar y titular fago-
anticuerpos siguiendo los protocolos antes mencionados. Los fago-anticuerpos recuperados
fueron sometidos a una nueva ronda de tamizado. En un primer proceso de seleccion se realizaron
5 rondas de tamizado (Tabla II), mientras en el segundo proceso se realizaron 2 rondas (Tabla
III).

Al finalizar las rondas de tamizado se tomaron colonias para expresar proteina en placa de
cultivo de 96 pozos. Se utilizaron los anticuerpos solubles para realizar pruebas de
reconocimiento del anticuerpo contra la toxina Cn2 por medio de ensayo inmunoabsorbente

ligado a enzima (ELISA, por sus siglas en inglés, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay).



Expresion de anticuerpos en placas de 96 pozos. Se realizo la expresion de proteina soluble en
placa de cultivo de 96 pozos (Constar, Corning NY, USA). Se inocularon colonias aisladas en
pozos con 150ul de medio liquido YT2X-ampicilina-glucosa. Las placas se incubaron en
agitacion por 3 horas. Posteriormente se centrifugaron a 3500 rpm (rotor 1645, Hettich) por 15
min. El botén celular fue resuspendido en 150ul de medio YT2X-ampicilina-isopropil-f-D-1-
tiogalactdsido (IPTG 1mM). Las placas se incubaron a 30°C en agitacion continua durante toda la
noche. Al dia siguiente las placas fueron centrifugadas a 3500 rpm (rotor 1645, Hettich) por 15

min y se tomaron 100 pl de sobrenadante para pruebas de ELISA.

Pruebas de ELISA. Con la finalidad de aislar clonas positivas se realizaron pruebas de
reconocimiento por ELISA indirecta. Se inmoviliz6 la toxina Cn2 (1.5pg/ml) en placas de ELISA
de 96 pozos (Corning NY, USA).

Las pruebas de ELISA se realizaron con el anticuerpo soluble proveniente del sobrenadante o
purificado en solucion PBS. Se colocé un volumen de 100ul por pozo de anticuerpo (1.5pug/ml) y
se incubd a 37°C por 1 hora. Se realizaron 3 lavados con PBS-Tween. Posteriormente, se
colocaron 100ul por pozo de anticuerpo anti-Cmyc en una relacion 1:2000 y se incubaron a 37° C
por 1 hora. El anticuerpo de raton anti-Cmyc tiene la capacidad de reconocer una secuencia
marcadora especifica (Cmyc) presente en los anticuerpos. Es decir, este anticuerpo se uniré a los
anticuerpos que mantuvieron unién con la toxina Cn2 presente en la placa. Se repitieron 3
lavados con PBS-Tween y fueron colocados 100ul por pozo del segundo anticuerpo, cabra anti-
raton, y se incubd a 37°C por 1 hora. El reconocimiento de esta molécula es especifico contra el
anticuerpo anti-Cmyc. Posteriormente se repitieron los lavados para remover el pegado
inespecifico. El anticuerpo de cabra anti-raton se encuentra acoplado a la enzima peroxidasa,
cuya reaccion con el substrato provoca una coloracién que nos ayudara al seguimiento del
reconocimiento. Gracias a esto, se observara coloracion en los pozos cuyo primer anticuerpo haya
mantenido reconocimiento por la toxina Cn2 inmovilizada en la placa. El revelado se realizd
afiadiendo 100ul del reactivo colorante el cual contiene al sustrato, (100mM NaHPO,4 pHS5, H,0,
6%, o-fenildiamina 8.1uM) y se incubd por 10 min. La reaccion se detuvo con HCI (6N) y se
determiné la absorbancia en un lector de placas de ELISA a 492nm.

A partir de las clonas con sefial positiva de reconocimiento se extrajeron los plasmidos para
obtener la secuencia de los fragmentos de anticuerpos. Las variantes importantes se subclonaron
en el vector de expresion Psynl y se transformaron en células de la cepa TGl por

electroporacion.



Expresion y purificacion de los fragmentos de anticuerpo. El procedimiento de obtencion de
anticuerpo se realizd con células recién crecidas. Los subsiguientes pasos de expresion y

purificacion se realizaron basados en el protocolo descrito por Riafio et al. (2005).

Pruebas de estabilidad mediante ELISA. Para hacer una estimacion de la estabilidad funcional
se hicieron experimentos de reconocimiento por pruebas de ELISA. Se realizaron dos ensayos; el
primero se realizd6 sometiendo a los anticuerpos (1.5pg/ml) a pre-incubacion a diferentes
concentraciones de cloruro de guanidinio (GdnHCI; 1-3M) y su posterior colocacion en la placa
sin quitar o disminuir la cantidad agente desnaturalizante.

La segunda prueba se realizé sometiendo a diferentes temperaturas a los scFv diméricos por 1
hora previo a la colocacidon en la placa. Los siguientes pasos del procedimiento se siguieron

conforme al protocolo ya descrito.

Pruebas de Neutralizacion. Se realizaron las pruebas de neutralizacion en ratones CDI1
(hembras de 4 semanas de edad). Se inyect6 1 6 2 Dosis Letales medias (DLs) de la toxina Cn2.
La cantidad equivalente a 1DLsy de Cn2 es de 0.25ug por cada 20 g de peso del raton de la cepa
CD1. Asi mismo, se utilizaron 1 6 2 DLsy del veneno total de C. noxius. La cantidad equivalente
a 1DLs de veneno es de 2.5ug por cada 20 g de peso de raton de la cepa CD1.

Los grupos controles fueron tratados solo con la toxina o el veneno. En los grupos
experimentales se realizo la mezcla de la toxina o el veneno con el anticuerpo en una relacion
molar 1:5; toxina:anticuerpo y se incubaron por 30 min a temperatura ambiente, posteriormente,

se hizo la inyeccion en los ratones intraperitoneal y fueron observados por 48 horas.



RESULTADOS

Neutralizacion del dimero 6009F

Existe evidencia que muestra que las formas diméricas de los scFv pueden tener mas eficiencia
funcional (mayor afinidad y estabilidad) que las formas monoméricas (Huston et al, 1991;
Holliger et al., 1993; Briisselbach et al., 1999; Kipriyanov et al., 1999; Nielsen et al., 2000;
Tahtis et al., 2001; Volkel et al., 2001; Aubrey et al., 2003; Kotermann et al., 2003). Debido a
esto, la forma dimérica del scFv 6009F fue construida previamente en el laboratorio por la Dra.
Lidia Riafio (datos no publicados). Contrario a lo esperado, esta forma dimérica mostrd ser menos
funcional que la forma monomérica.

La primera parte de este trabajo fue confirmar la secuencia esperada del scFv 6009F presente
en el vector Psynl. A través de la secuencia se confirmd que la construccion del scFv 6009F
dimérica correspondia a la secuencia nucleotidica del monémero 6009F pero con el péptido
conector de 5 residuos de aminoéacidos. El ADN de la construccion dimérica se utiliz6 para
transformar células TG1 y posteriormente expresar el anticuerpo dimérico.

La proteina recuperada se empled en pruebas de neutralizacion contra la toxina Cn2. Con
estas pruebas se busco observar la capacidad protectora del dimero 6009F y compararlo con la
capacidad neutralizante reportada para el mondémero 6009F (Riafio ef al., 2005). La tabla IV
muestra las condiciones y resultados del comportamiento protector solo del dimero 6009F contra

la toxina Cn2, en dos diferentes temperaturas de incubacion.

TABLA IV
Pruebas de neutralizacion del dimero 6009F contra Cn2.

Temp. de

Incubacion

Ambiente Toxina Relacion molar | Sobrevivencia/total Sintomas

Cn2 Cn2:anticuerpo | ratones

Control 1DLs, 1:0 3/8 SI
Dimero 1DLso 1:5 8/8 SI
6009F

37°C
Control 1DLsg 1:0 3/5 SI
Dimero 1DLs 1:5 5/5 SI
6009F

Se muestran los detalles de la prueba de neutralizacion de la toxina Cn2 utilizando el dimero
6009F.



La relacion molar usada 1:5 (toxina:anticuerpo) es equivalente a la reportada para pruebas de
neutralizacion con la forma monomérica 6009F 1:10 (Riafo ef al., 2005). La equivalencia se debe
a que la molécula es dimérica y contiene dos sitios de union al antigeno.

Los ratones del grupo control (solo con toxina Cn2) presentaron sintomas de intoxicacion
severos después de 15 minutos de la administracion de la toxina, la muerte de los individuos se
presentd en un periodo no mayor a las 4 horas. Algunos de los sintomas de intoxicacion
observados durante la prueba fueron: salivacion excesiva, pérdida de coordinacion motora,
dificultad respiratoria, irritabilidad, cambio en la coloracion de los ojos y la cola. Los sintomas
mencionados son caracteristicos de intoxicacion con la toxina Cn2. Los individuos que no
mueren presentan los sintomas descritos durante un periodo de 7 horas, después de lo cual
comienza una recuperacion de los animales.

En el grupo protegido, al que se le aplicd la mezcla toxina:anticuerpo dimérico presentd
sintomas leves como: irritabilidad y leve ataxia en las primeras 3 horas después la aplicacion y
alrededor de las 4 a 6 horas se presentaron algunos sintomas mas severos, como pérdida total de
coordinaciéon motora y dificultad respiratoria sin llegar a la muerte. Al dia siguiente los
individuos presentaron paralisis parcial en las patas posteriores y al cabo de 24 horas se
recuperon totalmente.

Los resultados mostraron que el dimero 6009F protegié a los animales debido a que se
presenta la sobrevivencia del 100%, sin embargo no es capaz de neutralizar completamente ya
que se observan sintomas de intoxicacion.

Debido a que en pruebas de reconocimiento por la toxina Cn2 el dimero scFv 6009F
mantiene el mismo comportamiento que el mondémero, la explicacion posible a la falta de
capacidad neutralizante puede radicar en que la forma dimérica bajo condiciones fisiologicas
pierde parcialmente su actividad por la pérdida de la estabilidad funcional. Es decir, es probable
que no tenga la capacidad de mantener su conformacion dimérica necesaria para la permanencia
de los sitios de reconocimiento y por ende conseguir la neutralizacion completa de la toxina. Lo
cual ocasiona que una parte de las moléculas de la toxina Cn2 lleguen a sus blancos generando
los sintomas descritos a partir de las 4 horas posteriores a la aplicacion. Es por esto que se
recurrié a la evolucion dirigida del dimero 6009F con la finalidad de mejorar sus propiedades

neutralizantes.

Banco de variantes del scFv 6009F dimérico.
Se aislé ADN correspondiente al dimero scFv 6009F, a partir del cual se construyeron 3 bancos

mutagénicos por medio de EP-PCR con la finalidad de introducir cambios a nivel de secuencia



del dimero 6009F (Fig.7). Cada banco estaba conformado por una mezcla, en proporciones no

definidas de productos de PCR de alta, media y baja tasa mutagénica. Los tamafios de los bancos

fueron de 5x10°, 3.4x10” y 2x10° transformantes, la tasa mutagénica promedio estimada fue de

0.17%.

M Alta Media  Baja VvV M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Figura 7. Geles de agarosa con los productos de la EP-PCR. a) En orden de izq. a der. Marcador de
peso (M), producto de PCR de tasa alta, media y baja mutaciones. b) Producto de doble digestion de los
productos de EP-PCR (I) y el vector de despliegue Psyn2 (V). ¢) Producto de PCR de colonias tomadas al
azar (1-10) para observar si la clonacion se dio de manera correcta, las bandas corresponden al tamafio del
inserto (850pb) esperado.

Los bancos de variantes del dimero fueron desplegados en fagos y sometidos a 2 procesos de
seleccion, en los cuales se realizaron rondas de tamizados bajo condiciones desnaturalizantes con
la finalidad de encontrar una variante con mejor estabilidad que el dimero 6009F (ver tabla Il y
II1, metodologia). Especificamente, los fago-anticuerpos se sometieron a diferentes temperaturas
y concentraciones de GdnHCI para comprometer la viabilidad de los anticuerpos y seleccionar
poblaciones con mayor estabilidad que el parental. Los resultados de las poblaciones obtenidas

del primer y segundo proceso de seleccion se muestran en la tabla V y VI respectivamente.

TABLA V.
Titulos obtenidos durante el primer proceso de seleccion
Ronda de | Pre-tratamiento Pre-tratamiento con
tamizado con Temperatura GdnHCI + Temperatura
Entrada(©O/ml) Salida(@/ml) Entrada (0@/ml) | Salida (@/ml)
1° 5.4x10" X —
2° 3x10" 1x10° 3x10" 500,000
3 3x10" 1.3x10’ 6x10" 8.4x10’
4 60°C 9x10" 60°C 1.4x10° 2.2x10" 40°C 2x10’
70°C 9x10" 70°C 0 45°C 1.3x10’
50°C 3x10°
5 5.6x10" 1x10° 2.2x10" 2.8x10°

Se muestran los titulos de fago-anticuerpos (/ml) que fueron sometidos a tamizado (entrada) y los que se
recuperaron (salida). La columna de temperatura corresponde a los fago-anticuerpos que fueron sometidos
a pre-tratamiento con esta, el mismo caso se presenta en las columnas de GdnHCI + Temperatura los
detalles se pueden ver en las tablas II y III (metodologia). En algunas ocasiones, se realizaron lavados con

TEA.



TABLA VI

Titulos obtenidos durante el segundo proceso de seleccion

Ronda de tamizado
Entrada (@/ml) Salida (@/ml)
1° 2.8x10" 100,000
Pre-tratamiento Temperatura (60°C)
2 4.9x10" 5x10°

Se muestran los titulos de fago-anticuerpos (/ml) que fueron sometidos a tamizado (entrada) y los que se
recuperaron (salida). En algunas ocasiones, se realizaron lavados con TEA (Ver tabla II y III,

metodologia).

Los datos mostrados en las tablas V y VI nos permiten dar un seguimiento de las
poblaciones, con esto podemos saber si bajo las condiciones establecidas durante cada ronda de
tamizado las poblaciones de fago-anticuerpos mantienen la capacidad de interaccionar con la

toxina Cn2.

Evaluacion de variantes

Se tomaron colonias al azar y se expresaron anticuerpos en placas de 96 pozos, el sobrenadante
que contiene al anticuerpo se utilizo para la evaluacién. La evaluacion de las clonas se realizo
mediante pruebas de reconocimiento hacia Cn2 por ensayos de ELISA. Se tomaron colonias
provenientes de la 4* ronda de tamizado (45°C) y 5 ronda (50°C y 60°C) correspondientes al
primer proceso de seleccion, asi como colonias de la 2* ronda de tamizado del segundo proceso
de seleccion.

Con base en las pruebas cualitativas por ELISA se descartaron las variantes que presentaran
sefiales de reconocimiento menores a la del diméro 6009F. Las colonias que mostraron una sefial
similar o mayor al dimero fueron caracterizadas.

Se observé una gran diferencia, entre los dos procesos de seleccion, debido a que el numero
de colonias positivas de la 4* y 5* rondas de tamizado del primer proceso de seleccion fueron
menores que las provenientes de la 2 ronda de tamizado del segundo proceso. La disminucion en
las sefiales puede deberse a que las condiciones usadas durante el primer proceso de seleccion
fueron mas severas y al mayor nimero de rondas de tamizado en comparacion con el segundo
proceso. Las variantes elegidas fueron evaluadas en tres ocasiones para confirmar su nivel de
reconocimiento. Las clonas con mejor reconocimiento fueron secuenciadas para determinar los

cambios respecto al dimero 6009F original.



Solo dos variantes tuvieron cambios a nivel de residuos de aminoacidos, las clonas restantes
presentaron mutaciones silenciosas y/o codones de paro (dmbar: UAG y 6palo: UGA). El uso de
estos, se encuentra intimamente relacionado con la cepa TG1 debido a que es supresora del codon
ambar (Lu et al., 1995; Carcamo et al., 1998; Tate et al., 1999).

Se observo la presencia de cambios silenciosos en varias de las secuencias seleccionadas
dentro de los que encontraron con mayor frecuencia el acido glutamico (E) de las posiciones 30,
53 y 203, cuyos codones cambiaron de GAG a GAA. La seleccion de estas clonas pudo deberse a
el uso preferencial de codones, ya que se mejoran los niveles de expresion por lo tanto al ser
evaluados la sefial de reconocimiento es mayor en comparacion con el dimero 6009F. Esta
observacion se confirm6 en las bases de datos (gcua, kasuza, y microbial genetics) y segun lo
mencionado por Maloy et al. (1996). Los reportes muestran que la frecuencia de uso del codon
GAG (1.9%) es menor que el triplete GAA (4.4%) en E. coli.

Las variantes que presentaron cambios a nivel de aminoacidos fueron denominadas; Dim9F-
C9, proveniente de la 4* ronda de tamizado (del primer proceso de seleccidon) y la variante
Dim9F-D4, aislada de la 2° ronda de tamizado (del segundo proceso de seleccion). Llamadas asi
por proceder del dimero (Dim) del anticuerpo 6009F (9F) variantes C9 y D4.

Los cambios correspondientes son:

Dim9F-C9: E123G, este es el primer residuo de la cadena ligera (VL).

Dim9F-D4: E43G, este residuo se encuentra ubicado en el andamiaje (framework) 2 de la cadena
pesada (VH).

Fue llamativo que las dos variantes seleccionadas presentaron cambios que corresponden a
los mismos residuos, E por G. En la figura 8 se muestra la ubicacion de los cambios por el

alineamiento de los residuos de aminoacidos.
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Figura 8. Alineamiento de secuencias de los anticuerpos. Se muestra el alineamiento de las secuencias
de residuos de los aminoacidos correspondientes al dimero 6009F, Dim9F-C9 y Dim9F-D4. Los recuadros
rojos muestran los residuos que constituyen los CDRs y el recuadro azul los residuos correspondientes al
péptido conector. Los cambios de cada variante se muestran en los 6valos de color rojo.

Las variantes Dim9F-C9 y Dim9F-D4 fueron subclonadas en el vector de expresion Psyn 1,
para expresar y purificar las proteinas. Estas construcciones se encuentran bajo el operon Lac,
contienen el Cmyc y una secuencia repetida que codifica para 6 residuos de histidinas (H)
repetidas de manera consecutiva (cola de H's). Gracias a la cola de H's es posible realizar un
primer proceso de purificacion por afinidad (Ni**-NTA agarosa). Posteriormente, se realiza un
segundo paso de purificacion por exclusion molecular por medio de FPLC (Fast performance
liquid chromatography). Durante la segunda etapa de purificacion fue posible observar en los
cromatogramas una clara diferencia en la cantidad de proteina obtenida de las variantes diméricas

(Fig.9).
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Figura 9. Purificacion de anticuerpos por FPLC. Se muestran los cromatogramas obtenidos al purificar
el dimero 6009F (izq.), la variante Dim9F-D4 (centro) y Dim9F-C9 (der.). Se inyectdé 1ml de cada
muestra. El volumen de medio de cultivo utilizado para la expresion fue de 1.5L en cada caso. La
sensibilidad del equipo fue de 0.5 a un flujo de 0.5ml/min. Los picos mayoritarios corresponden al tiempo

de elusion (20.5 min.) de la molécula scFv dimérica.

El rendimiento calculado fue de 572.15 pg/L del dimero 6009F, 150 pg/L de la variante
Dim9F-C9 y 1114.96 ng/L de la mutante Dim9F-D4. Es claro, que el mayor nivel de expresion

fue de la variante Dim9F-D4 lo que puede estar relacionado con su estabilidad.

Pruebas de estabilidad por ELISA

Se realizaron pruebas de reconocimiento hacia la toxina Cn2 por ELISA en presencia de
diferentes concentraciones de GdnHCI, como agente desnaturalizante, con la finalidad de
comparar la estabilidad funcional de los anticuerpos aislados contra el dimero parental. En la
figura 10 se observa que la variante Dim9F-D4 presentd la mejor sefial de reconocimiento
comparado con Dim9F-C9 y el dimero 6009F, e incluso, mayor que la forma monomérica 6009F
bajo las condiciones de desnaturalizacion probadas. De manera sorprendente Dim9F-C9 fue la

variante de menor estabilidad incluso que el dimero 6009F.
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Figura 10. Pruebas de estabilidad de los anticuerpos en presencia de cloruro de guanidino. Se
observan los valores obtenidos de absorbancia, producto del reconocimiento de los anticuerpos dimero
6009F (rojo), DIm9F-D4 (azul), Dim9F-C9 (rosa) y la molécula monomérica 6009F (verde), contra la
toxina Cn2, en presencia de GdnHCI. Las pruebas se realizaron por tetraplicado a excepcion de la variante
C9 debido a la poca cantidad obtenida de esta y se utiliz6 una concentracion de 1.5ug de toxina y 1.5ug de
anticuerpo. Los valores obtenidos fueron graficados con el programa Sigmaplot. Cada punto muestra el
valor promedio y las barras correspondientes al error estandar.

Dada la baja expresion y la estabilidad en presencia de GdnHCI de la variante Dim9F-C9 se

decidi6 seguir con la caracterizacion de la variante Dim9F-D4.



Pruebas de estabilidad térmica

Se realiz6 una prueba de ELISA contra la toxina Cn2 en la cual se probd la tolerancia de los
anticuerpos a diferentes temperaturas. Los anticuerpos 6009F dimérico, monomérico y la variante
Dim9F-D4 se incubaron a temperaturas entre los 4°-80°C por 1 hora. Con las muestras pre-
tratadas se sigui6 el procedimiento descrito para pruebas de ELISA (ver metodologia). Las

sefiales de reconocimiento se muestran en la figura 12.
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Figura 12. Pruebas de tolerancia de los anticuerpos a altas temperaturas. Se muestran las sefales de
reconocimiento de los anticuerpos diméricos y monomérico 6009F asi como la variante Dim9F-D4. Todos
los anticuerpos fueron pre-tratados a diferentes temperaturas por 1 h y posteriormente puestos en contacto
con la toxina Cn2 e incubados a 37°C. Se utilizo 1.5ug de toxina y 1.5pg de cada anticuerpo. La prueba se
realizo por tetraplicado.

Se observé que el pre-tratamiento de los anticuerpos entre 4°-57°C por 1 hora no causé una
disminucién en la sefial de reconocimiento hacia Cn2. Es interesante, que ain a 80°C su efecto

negativo es minimo en todos los anticuerpos monoméricos y diméricos evaluados.

Prueba de estabilidad durante almacenaje (vida de anaquel).

Se realizé una prueba mas de reconocimiento por ELISA con muestras del dimero 6009F y la
variante Dim9F-D4 almacenadas a 4°C por un periodo de 15 dias y un mes. Los anticuerpos no
mostraron diferencias o disminucién en la sefial de reconocimiento aun después de un periodo de

almacenaje de un mes en solucion PBS.



Pruebas de reactividad cruzada

Se realizd una prueba de reactividad cruzada usando toxinas de otras especies del género

Centruroides asi como proteinas irrelevantes (Fig.11).
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Figura 11. Reactividad cruzada de los anticuerpos. Se muestran las sefiales de reconocimiento de los
anticuerpos 6009F monomérico, el dimero 6009F y la variante Dim9F-D4 contra diferentes blancos. Las
concentracion de cada anticuerpo fue de 1.5ug por pozo.

La variante Dim9F-D4 mantiene la especificidad tanto del dimero 6009F como de la forma
monomérica. El reconocimiento del anticuerpo 6009F contra la toxina Css2 del alacran C.

sulffusus sulffusus fue determinado recientemente por la Dra. Riafio (datos no publicados).



Pruebas de neutralizacion

La evaluacion final y més importante de este trabajo fue determinar la capacidad protectora del
anticuerpo Dim9F-D4 in vivo. Las pruebas de neutralizacion se realizaron siguiendo el
procedimiento ya descrito (ver metodologia). Los resultados de las pruebas se presentan en las
tablas VII, VIII y IX.

TABLA VII
Prueba de neutralizacion del dimero 6009F y Dim9F-D4 contra la toxina Cn2.

B
S Cn2 | 1 Dimero 6009F 1:5 6/6% SI
S Cm2 1 Dim9F-D4 1:5 6/6* NO
[ [ —— 1:0 2/6 SI
S Cm2 2 Dimero 6009F 1:5 6/6 SI
S Cn2 2 Dim9F-D4 1:5 6/6 NO

*Promedio de 3 repeticiones.
Se us6 una relacion molar 1:5 toxina:anticuerpo antes mencionada. La tabla resume el proceso de
caracterizacion in vivo y las diferencias entre el dimero parental y el Dim9F-D4 contra la toxina Cn2.

TABLA VIII
Pruebas de neutralizacion del Dim9F-D4 contra la toxina Cn2.

-

2 Dim9F-D4 1:5 5/5 NO
2 Dim9F-D4 1:2.5 5/5 NO
2 Dim9F-D4 1:1 3/5 SI

Se muestran los datos obtenidos de pruebas de neutralizacion con la variante Dim9F-D4 con diferentes
relaciones moleculares toxina:anticuerpo utilizando 2DLs, de la toxina Cn2.

TABLA IX
Pruebas de neutralizacion del dimero 6009F y Dim9F-D4 contra el veneno total de C.
noxius.

2 Dimero 6009F 1:5 6/6 SI
2 Dim9F-D4 1:5 6/6 NO

Se utilizé la relacion molar 1:5 toxina:anticuerpo antes mencionada. La tabla sintetiza el proceso de
caracterizacion in vivo de los anticuerpos diméricos de interés contra el veneno total de C. noxius.



Los resultados de las pruebas de neutralizacion utilizando 1DLsy de Cn2 muestran que tanto
el dimero 6009F como la variante Dim9F-D4 tuvieron la capacidad de neutralizar debido a que
todos los ratones protegidos sobrevivieron (Tabla VII). Sin embargo, el comportamiento de los
individuos con cada anticuerpo fue diferente. Los ratones protegidos con el dimero 6009F
presentaron sintomas de intoxicacién alrededor de 3 a 4 horas posteriores a la aplicacion,
mientras que los ratones protegidos con la variante Dim9F-D4 no presentaron sintomas visibles.
Por su comportamiento protector es equiparable al mondémero 6009F.

Se decidio realizar pruebas de neutralizacion mas exigentes incrementando la cantidad de
toxina a 2DLso. El comportamiento fue similar a la prueba anterior, ya que los individuos
protegidos con el dimero 6009F mostraron sintomas de intoxicacion mientras que con el Dim9F-
D4 la neutralizacion fue total (ausencia de sintomas).

Se realizaron pruebas de neutralizacion mas severas utilizando 2DLsg de la toxina Cn2 con la
finalidad de estimar la eficiencia de neutralizacion del Dim9F-D4 se utilizaron diferentes
relaciones molares (toxina:anticuerpo) menores a las establecidas (Tabla VIII). Se observo que el
Dim9F-D4 con wuna relacion molar 1:5 y 1:2.5, toxina:anticuerpo mantuvieron un
comportamiento satisfactorio. Es decir, sobrevivieron todos los individuos y no se observo la
apariciéon de sintomas. Sin embargo, con la relacion 1:1 la capacidad del anticuerpo no fue
suficiente para la sobrevivencia de todos los individuos pero se observo un retraso en la aparicion
de los sintomas (3 horas) y en la muerte de los individuos (4 horas).

Finalmente se probo la neutralizacion del veneno completo del alacran C. noxius (ver Tabla
[X). Los dos anticuerpos permitieron la sobrevivencia de los animales pero unicamente la
variante Dim9F-D4 fue la que eliminé la aparicion de sintomas de intoxicacion producidos por el

veneno.



DISCUSION

El objetivo de este trabajo fue la optimizacion de la capacidad protectora in vivo del
anticuerpo scFv 6009F dimérico. Aunque en las pruebas de neutralizacion aunque se observa la
sobrevivencia de los animales experimentales, al trascurrir un periodo de 3 a 4 horas posteriores a
la aplicacion, se observan sintomas de intoxicacidn tipicos de la presencia de la toxina Cn2 (ver
Tabla 1IV). La aparicion de los sintomas puede deberse a que durante las primeras horas el
complejo dimero-Cn2 se mantiene y posteriormente la toxina es libera en el organismo, es decir,
la interaccion del anticuerpo con la toxina ocurre pero no con la eficiencia requerida para lograr
la inhibicidn total de sintomatologia.

En la molécula monomérica 6009F, cuyo conector es largo (15 residuos), se permite de
manera eficiente la formacion estructural del sitio de interaccion con el antigeno. Es por esto que
la interaccion con la toxina Cn2 se mantiene de manera constante y se logra un efecto permanente
de neutralizacion. Mientras que la forma dimérica con un conector de 5 aminoacidos requiere que
dos moléculas idénticas puedan interactuar y generar dos sitios de union. Por lo tanto, la
exigencia es diferente y no siempre resulta exitosa. Dimero 6009F sigue reconociendo y
uniéndose a la toxina Cn2 de forma similar que el mondémero, sin embargo no con la eficiencia
requerida para lograr la inhibicion total de los sintomas, esto nos hace pensar en un problema de
estabilidad funcional en condiciones in vivo. Definiendo la disminucién de la estabilidad
funcional como la perdida de conformacion dimérica funcional del anticuerpo y por ende su
capacidad de reconocimiento y neutralizacion en condiciones fisiologicas

Hoy en dia existen estrategias como la manipulacion de genes y la evolucion molecular que
han permitido mejorar las propiedades particulares de los anticuerpos como son: especificidad,
estabilidad, afinidad, niveles de expresion, entre otras.

Worn y Plicktuhun (2001) proponen dos estrategias experimentales para mejorar la
estabilidad de los scFv. La primera se denomina método racional y la segunda aproximacion
evolutiva. Para la estrategia racional es necesario tener el conocimiento previo de la estructura o
contar con un modelo estructural del anticuerpo. A partir de la estructura es posible realizar un
analisis que permita predecir los cambios puntuales que mejoren la estabilidad global de la
molécula. Las modificaciones se realizan principalmente por mutaciones sitio dirigidas. La
estrategia racional cuenta con diversos ejemplos que buscan la estabilizacion de los dominios
variables (VH y VL) mediante mutaciones disefiadas principalmente en la zona de la interfaz
(Tan et al., 1998; Jespsers et al., 2004; Barthelemy et al., 2007). Existen varios reportes en los
cuales se disend la sustitucion de residuos por cisteinas con la finalidad de generar enlaces

disulfuro interdominio de tal manera que con la unidén covalente se obtienen anticuerpos mas



estables. A estas construcciones se les denomina dsFvs. Para que los dsFvs sea una alternativa
exitosa se requiere contar con un sistema de expresion que permita el correcto plegamiento
(levadura) (Reiter et al., 1996; Bera et al., 1998; Schmiedl et al., 2000; Schmiedl et al., 2001; Jia
et al., 2008; Saerens ef al., 2008).

Inicialmente con el dimero 6009F se realizo la sustitucion de los residuos 43 de la VH y 101
de la VL, por cisteinas. El anticuerpo es funcional pero el nivel de expresion en E. coli es muy
baja (Lab. Dr. Becerril, datos no publicados).

La estrategia elegida para este trabajo fue la aproximacion evolutiva, ya que existen
numerosos trabajos (Huston et al., 1991; Marks., 1991; Holliger et al., 1993; Mcgregor et al.,
1994; Boder et al., 2000; Boder et al., 2000; Kurtzman et al., 2001; Hanes et al., 2001; Worn et
al., 2001; Poon et al., 2002; Jensen et al., 2002; Hudson et al., 2003; Riafio et al., 2005;
Goswami et al., 2009) y la experiencia propia del grupo que han demostrado el éxito en la
obtencion de variantes de anticuerpos con las caracteristicas deseadas por este método. La
aproximacion evolutiva se basa en la generacion de bancos de variantes de proteinas y la
subsecuente seleccion en condiciones que favorezcan el aislamiento de anticuerpos con las
propiedades buscadas. En este trabajo se buscé un scFv dimérico con una mayor estabilidad
funcional que el dimero 6009F.

Mediante EP-PCR se generaron tres bancos de variantes del dimero 6009F, previamente
descritos. Para aislar de esta gran diversidad a los anticuerpos que tuvieran mejor estabilidad se
utilizo el sistema de despliegue en fagos. Los tamizados (ver resultados y metodologia) se
realizaron en condiciones desnaturalizantes en presencia GdnHCI y altas temperatura. En trabajos
previos (Jung et al., 1999; Brokmann et al., 2005) se demostré que la combinacion de
temperatura y GdnHCI, son elementos clave para la seleccion de variantes maés estables.
Adicionalmente, se realiz6 la disminucion progresiva de la concentracion de toxina durante cada
ronda de tamizado lo que favorece el enriquecimiento de anticuerpos con alta afinidad, lo cual se
debe a que se propicia un aumento en la competencia y permitird recuperar variantes con
propiedades importantes.

El primer proceso de seleccion se realizd siguiendo el protocolo descrito (Tabla II,
metodologia). En una ultima ronda de tamizado se hicieron lavados con TEA (0.1M). Esta
solucioén provoca un cambio dréstico de pH (de 7.4 a 12) de tal manera que los fago-anticuerpos
recuperados son mas estables y ademas mantienen una fuerte interaccion con la toxina Cn2. Para
cada ronda de tamizado se realiz6 la titulacion de los fago-anticuerpos antes y después de cada
proceso de tamizado (ver Tablas V, resultados). Durante la primeras rondas de tamizado el titulo

de fago-anticuerpos disminuyd considerablemente esto pudo deberse a que se empled una baja



concentracion de toxina (1pg y 0.5ug), aunado a que probablemente varios cambios presentes en
las variantes del banco generado no fueron favorables para el reconocimiento (no son funcionales
por la presencia de: codones de paro, mutaciones sin sentido, deleciones, inserciones, entre otras)
0 no son viables en el sistema de despliegue en fagos. Debido a los puntos mencionados, las
primeras rondas de tamizado no se sometieron a condiciones de estrés. En contraste, las rondas
sucesivas presentaron titulos de fago-anticuerpos mayores a pesar de la disminuciéon en la
concentracion de toxina lo que nos habla de un enriquecimiento de las poblaciones que reconocen
a la toxina Cn2.

Las clonas obtenidas del primer proceso de seleccion se evaluaron por medio de pruebas de
reconocimiento por ELISA de anticuerpo soluble. Este paso fue fundamental debido a que el
comportamiento de los anticuerpos varia al estar solos o fusionado a la proteina pllI de la cubierta
del fago. Ya que se ha reportado que la proteina pllI tiene un efecto estabilizador de las proteinas
desplegadas, modificando su comportamiento tanto a nivel de reconocimiento, afinidad asi como
de estabilidad (Worn et al., 2001; Poon ef al., 2002; Jensen et al., 2002; Goswami et al., 2009).

Con el proceso de evaluacion se encontraron pocas clonas cuyas variantes de anticuerpos
presentaron reconocimiento por la toxina Cn2 y en su mayoria los valores de absorbancia fueron
menores que la del dimero 6009F. Por lo cual se decidio realizar un segundo proceso de seleccion
con un menor numero de rondas de tamizado y condiciones menos drasticas (ver Tabla III,
metodologia y Tabla VI, resultados).

En la evaluacion del segundo proceso de seleccion se presentd un mayor numero de clonas
positivas que incluso superaban la sefial de reconocimiento en comparaciéon con el dimero 6009F.
Al secuenciar varias clonas se determind6 que muchas de ellas (aproximadamente 50%)
presentaron mutaciones silenciosas que probablemente mejoraron la expresion de la proteina en
la cepa TG1 de E. coli.

Mediante los procesos de seleccion se aislaron las variantes diméricas scFv denominadas;
Dim9F-C9 y Dim9F-D4.

La caracterizacion de las variantes mostrd que el anticuerpo dimérico Dim9F-D4 presentd
mejores caracteristicas tanto a nivel de expresion (Fig.9), estabilidad (Fig.10) y capacidad de
neutralizacion (Tabla VII). Es de resaltar que el cambio de un tnico residuo (E43G) fue capaz de
mejorar las propiedades del dimero 6009F. En cuanto al nivel de expresion y capacidad
neutralizante el anticuerpo Dim9F-D4 es equiparable al mondémero 6009F, sin embargo el dimero
presentd una mayor estabilidad funcional. Debido a que no se realizaron mediciones de
estabilidad termodinamica, definimos nuevamente a la estabilidad funcional como el parametro

que nos permitio observar la capacidad de mantener la funcionalidad del anticuerpo bajo las



condiciones fisiologicas y desnaturalizantes probadas.

No es de asombrarse que con s6lo dos rondas de tamizado, una de ellas pre-incubacion a alta
temperatura (60°C), se lograra aislar una variante con mejores caracteristicas, ya que se ha
determinado que para la obtencidén de anticuerpos mas estables seleccionados por despliegue en
fagos, la temperatura puede jugar un papel de mayor importancia en comparacion con el GdnHCI
(Jung et al., 1999).

Las pruebas en condiciones desnaturalizantes, con GdnHCl, permitié darnos una idea real del
incremento de la estabilidad funcional de la molécula Dim9F-D4. Debido a que se evaluo el
reconocimiento del anticuerpo por la toxina Cn2 en condiciones desnaturalizantes. Las sefiales de
reconocimiento de los anticuerpos disminuyeron al incrementar la concentracion de GdnHCI y
fue claro observar que a la concentracion de 1.5M de GdnHCl la variante Dim9F-D4 mantuvo la
mejor sefial de reconocimiento, superior al dimero parental e incluso que el monémero 6009F
(Fig.10). La utilizacion de GdnHCIl se debid a que es un desnaturalizante muy fuerte, ademas es
el mas utilizado para estudios de estabilidad de proteinas y se ha mostrado que cualquier proteina
pierde totalmente su conformacion terciaria al someterlas a altas concentraciones de GdnHCIl (6-
5M) (Lapange., 1978).

Otra prueba interesante que se realizd para observar la estabilidad de los anticuerpos fue la
evaluacion del efecto de la temperatura en los anticuerpos monitoreando el reconocimiento por la
toxina Cn2. Los scFvs son caracterizados por ser moléculas de poca estabilidad dentro de la
diversidad de formatos de anticuerpos y especialmente los de origen humano y fue sorprendente
que no se observo una disminucion significativa del reconocimiento por Cn2 en ninguno de los
anticuerpos analizados, incluso después del pre-tratamiento de 1 h a las temperaturas de 60° y
80°C (Fig.12). La tolerancia a estas temperaturas se le adjudica a fragmentos de anticuerpos mas
estables como: los scFv de pollo, los VHH de camélidos y V-NAR de tiburones (Hamers et al.,
1993; Chames et al., 2009). En el caso de los anticuerpos de camélidos se conoce que los
residuos correspondientes a las posiciones 39, 43, 44 y 47, denominada tétrada estructural, estan
involucrados con la estabilidad y niveles de expresion de la molécula. De hecho, se han
encontrado scFv humanos que al modificar la VH en la region de la interfaz entre los residuos 43
a 47, equivalentes a la tétrada estructural de VHHs de camélidos, mejoran significativamente la
estabilidad hasta llegar a ser equiparable termodindmicamente a las VHHs de camélidos (Tan et
al., 1998; Jespsers et al., 2004; Barthelemy et al., 2007). Es posible que el cambio en el residuo
43 del Dim9F-D4 tenga la misma repercusion en la estabilidad que observada en la tétrada de
camélidos. Adicionalmente se evaluaron muestras almacenadas por periodos de dos semanas y un

mes con la finalidad de observar si ocurria alguna disminucion en el reconocimiento de los



anticuerpos por su blanco. El resultado de la prueba de ELISA mostré6 que los anticuerpos
probados son moléculas promisorias como agentes terapéuticos ya que son principios activos
estables y esto se optimizard cuando sea disefiado un vehiculo (excipiente) para tal fin. Lo cual
garantiza que tendran una larga vida de anaquel como en el caso de los antivenenos comerciales.

Es importante mencionar que aunque con las pruebas de estabilidad por GdnHCI y
temperatura no se obtuvieron determinaciones termodindmicas, los experimentos nos permiten
ver contundentemente el aumento de la estabilidad de la variante Dim9F-D4. Sin embargo
estamos obligados a realizar a futuro una evaluacion termodinamica.

Es necesario recordar que la formacion de un dimero scFv funcional radica no solo en el
tamafio del conector, sino también que se encuentren en la concentracién necesaria para que
ocurra la conjuncion de los mondmeros. Cuando las moléculas se encuentran en bajas
proporciones la probabilidad de encontrarse y formar anticuerpos diméricos funcionales
disminuyen, este fenomeno ocurre tanto en solucion como al ser administrado a los ratones en
pruebas in vivo. Por lo tanto, la estabilidad del complejo mondémero-mondmero es un parametro
de gran importancia para obtener anticuerpo funcional, tanto en los procesos de expresion como
para un comportamiento satisfactorio durante el proceso de neutralizacion.

En este nivel podemos comentar que la mejora en los niveles de expresion puede deberse a la
estabilidad del anticuerpo. Las proteinas con poca estabilidad como el dimero 6009F propician un
mayor nimero de monomeros libres y desplegados, por lo cual son mds susceptibles a
degradacion. Por el contrario, proteinas con mayor estabilidad propician una mayor cantidad de
moléculas asociadas, plegadas correctamente y funcionales como en el caso de la variante
Dim9F-D4.

La prueba de caracterizacion que mas nos interes6 siguiendo el objetivo principal de este
proyecto fue el comportamiento de los anticuerpos in vivo. La variante Dim9F-D4, mostr6 ser
totalmente neutralizante (ver Tablas VII y IX, resultados), debido a que los individuos protegidos
no presentaron sintomas visibles de intoxicacion atin después de un periodo largo de observacion,
comparado con el dimero 6009F.

Para valorar la capacidad neutralizante de Dim9F-D4 se disminuyo la cantidad de anticuerpo
en la neutralizacion de 2DLsy de Cn2 y se observéd que con la relacion 1:2.5 (toxina:anticuerpo) el
Dim9F-D4 es aun capaz de neutralizar totalmente el efecto de la toxina (ver Tabla VIII,
resultados).

Los resultados mas contundentes, son las pruebas realizadas contra 2DLs, del veneno total las
cuales confirmaron que el dimero Dim9F-D4 recuperd la actividad neutralizante equiparable al

scFv 6009F monomérico (Riafio et al., 2005) con las ventajas de ser divalente y ser mas estable..



Es importante decir que debido a la manipulacidon de los ratones o a que la respuesta de estos
es impredecible la validacion de los datos dependera estrictamente de la repeticion y
reproducibilidad de los mismos. Es por eso que dentro de las 5 repeticiones de las pruebas de
neutralizacion con el dimero 6009F (ver tabla IV y VII), concluimos que la capacidad
neutralizante de este anticuerpo no es la 6ptima. Mientras que en las 3 repeticiones (1DLsy de
Cn2) realizadas con el Dim9F-D4 su comportamiento fue constante, contundente y satisfactorio,
ain mas notorio en las pruebas realizadas con el veneno completo (ver Tabla IX).

La modificacion de un solo residuo en una proteina puede ocasionar grandes efectos
biofisico y ser bioldgicamente significativos modificando tanto el nivel de estabilidad y actividad
(Guo et al., 2004). En este caso una sola mutacion mejord notablemente la estabilidad y actividad
neutralizante de la variante Dim9F-D4.

En el anticuerpo Dim9F-D4 el cambio E43G es drastico ya que las propiedades individuales
de estos residuos son diferentes. El acido glutdmico presenta carga negativa en condiciones
fisioldgicas debido a que contiene un acido carboxilico en su cadena lateral ademds de ser polar.
A diferencia de la glicina que es un aminoécido pequefio y se considera de tipo alifatico por su
cadena lateral que contiene solo un atomo de hidrégeno ademas, de que la molécula es no polar.

Para entender el posible efecto del cambio E43G en el contexto estructural de la proteina se
recurri6 al modelo del scFv 6009F monomérico (Monica Dominguez, datos no publicados) (Fig
13). En el modelo se observa que el residuo G43 se encuentra en el andamiaje 2 (framework 2) en
la zona de la interfaz entre los dominios VH y VL; esta region esta intimamente relacionada con
la estabilidad de la molécula. Justo esta posicion ha sido una de las regiones mas exploradas en
trabajos que buscan la estabilizacién de Fvs, ademas como ya lo habiamos mencionado, es la
zona (posiciones 40 a 44) en la cual se han realizado sustituciones por cisteina, asi como en su
region complementaria de la VL (residuos del 220 al 225) para generar puentes disulfuro
estabilizantes de la molécula (Reiter et al., 1996; Bera et al., 1998; Schmiedl et al., 2000;
Schmiedl et al., 2001; Huang et al., 2006; Jia et al., 2008; Saerens et al., 2008).

Con ayuda del modelo del scFv 6009 monomérico, podemos observar los residuos que se
encuentran en un radio de 4 A alrededor de la G43, para entender el efecto de la mutacion a nivel
estructural. Uno de los residuos de aminoacidos cercanos que mas llamo la atencion fue la Y209
en la VL, debido a que la Y presenta una cadena lateral de gran tamafio, el cambio de E por G
posiblemente facilita el acomodamiento de la Y en la interfaz entre las dos dominios, aunado al
aumento de la hidrofobicidad de la region por medio de la G. Se ha observado que al realizar
mutaciones en la zona de la interfaz de los Fv, disminuyendo la hidrofilicidad, se propicia un

mejor empaquetamiento de estos. Este tipo de “rigidez” intermolecular aumenta la estabilidad de



los anticuerpos y directamente su funcionalidad in vivo (Dottotini et al., 2004; Jespers et al.,
2004). Se conoce que una compactacion de las proteinas propicia una mejora en la estabilidad,
sin embargo, esto repercute en la flexibilidad de las moléculas y se ha reportado que en el caso de
los dimeros de scFv este es un parametro importante. Los dimeros de scFv cuya flexibilidad es
mayor muestran un aumento considerable en la estabilidad y afinidad debido a su facil
adaptabilidad para no perder la unioén con el antigeno, en comparacion con los dimeros de Fabs
cuya flexibilidad estructural es mucho menor (Lawrenceb et al., 1998). Basados en estas ideas y
como explicacion alternativa podemos decir que la mutacion G43, debido a que el residuo es de
un tamafio pequefio, puede ocasionar una mejora considerable la flexibilidad de los Fvs,
optimizando su funcionalidad in vivo en comparacion con el dimero parental. Sin embargo,
hablamos del modelo estructural del scFv 6009F monomérico por lo que sera necesario realizar
un andlisis estructural profundo generado un modelo de la estructura dimérica o con la estructura

cristalografica para entender un poco mas del efecto de este cambio.



Fig. 13. Modelo estructural del scFv I(l5009F monomérico. a) Se muestran el modelo tridimensional del
anticuerpo scFv 6009F monomérico. Se muestran las cadenas VH (cian), VL (magenta) y los CDRs en su
respectiva cadena (azul y rojo), asi como el péptido conector (amarillo). b) Se observa la ubicacion del
residuo E43en la cadena VH y su cercania con la Y209 de la cadena VL en el scFv 6009F. ¢) Se muestra
la ubicacion de la mutacion G43 en la cadena VH presente en la variante Dim9F-D4 y la cercania con la
Y209 en la VL. El analisis se realizé buscando los residuos que se encontraran en un radio maximo de 4A
del residuo 43, mediante el programa PyMOL.

Para conocer si la G43 se encuentra representada en los anticuerpos humanos reportados se
realizé un alineamiento (BLAST X) (datos no mostrados). Asi mismo, la comparacion con las
lineas germinales de las diferentes VHs humanas, particularmente con las secuencias de residuos
en la region del andamiaje 2 (FR2) y prestando atencion en las VH3 presente en el Dim9F-D4
(Fig.14). Fue sorprendente, que en la posicion 43 ninguna de las VHs de la linea germinal, ni en
el alineamiento con anticuerpos humanos reportados (BLAST X) se observé identidad con la
variante Dim9F-D4. En la posicion 43 se encontré predominantemente la presencia del residuo
basico lisina (K), esto nos permite proponer la construccion de otra variante K43 y determinar el

efecto de este aminoacidos consenso.



FR2

H1-H2 Locus 43
VH1 1-3 1-02 WVRQAPGQGLEWMG
1-3 1-03 WVRQAPGQRLEWMG
1-3 1-08 WVRQATGQGLEWMG
1-2 1-18 WVRQAPGQGLEWMG
1-3 1-4¢ WVRQAPGQGLEWMG
1-3 1-58 WVRQARGQRLEWIG
1-2 1-69 WVRQAPGQGLEWMG
1-2 l-e WVRQAPGQGLEWMG
1-2 1-f WVQQAPGKGLEWMG
VH2 3-1/2-1 2-05 WIRQPPGKALEWLA
3-1 2-26 WIRQPPGKALEWLA
3-1 2-70 WIRQPPGKALEWLA
VH3 1-3 3-07 WVRQAPGKGLEWVA
1-3 3-09 WVRQAPGKGLEWVS
1-3 3-11 WIRQAPGKGLEWVS
1-1 3-13 WVRQATGKGLEWVS
1-U 3-15 WVRQAPGKGLEWVG
1-3 3-20 WVRQAPGKGLEWVS
1-3 3-21 WVRQAPGKGLEWVS
1-3 3-23 WVRQAPGKGLEWVS
1-3 3-30 WVRQAPGKGLEWVA
1-3 3-30.3 WVRQAPGKGLEWVA
1-3 3-30.5 WVRQAPGKGLEWVA
1-3 3-33 WVRQAPGKGLEWVA
1-3 3-43 WVRQAPGKGLEWVS
1-3 3-48 WVRQAPGKGLEWVS
1-U 3-49 WFRQAPGKGLEWVG
1-1 3-53 WVRQAPGKGLEWVS
1-3 3-64 WVRQAPGKGLEYVS
1-1 3-66 WVRQAPGKGLEWVS
1-4 3-72 WVRQAPGKGLEWVG
1-4 3-73 WVRQASGKGLEWVG
1-3 3-74 WVRQAPGKGLVWVS
1-6 3-d WVRQAPGKGLEWVS
VH4 2-1/1-1 4-04 WVRQPPGKGLEWIG
2-1 4-28 WIRQPPGKGLEWIG
3-1 4-30.1 WIRQHPGKGLEWIG
3-1 4-30.2 WIRQPPGKGLEWIG
3-1 4-31 WIRQHPGKGLEWIG
1-1 4-34 WIRQPPGKGLEWIG
3-1 4-39 WIRQPPGKGLEWIG
1-1 4-59 WIRQPPGKGLEWIG
2-1 4-b WIRQPPGKGLEWIG
VH5 1-2 5-51 WVROMPGKGLEWMG
1-2 5-a WVROMPGKGLEWMG
VHG6 3-5 6-01 WIRQSPSRGLEWLG
VH7 1-2 7-4.1 WVRQAPGQGLEWMG

Figural4. Alineamiento de las diferentes lineas germinales de VHs. Se muestra la region
correspondiente a los FR2 de las distintas VHs de la linea germinal humana. En rojo se observa la
posicion 43 de las VH3, esta familia de cadenas VH estd presente en el anticuerpo Dim9F-D4
seleccionado. En ninguna de las secuencias se encuentra presente glicina en esta posicion.



CONCLUSIONES

La generacion de diversidad de anticuerpos por medio de la construccién de bancos mutagénicos
y el despliegue en fagos de estos para su posterior seleccion por medio de diferentes presiones
selectivas, permitio aislar a la variantes dimérica, Dim9F-D4, cuya capacidad neutralizante contra
la toxina Cn2 y el veneno completo del alacran C. noxius fue satisfactoria. Asi mismo, se
encontrd que estas técnicas nos permitieron aislar un anticuerpo con mejor nivel de expresion y
estabilidad en comparacion al dimero 6009F.

Puntualmente se resalta que:

Se construyeron tres bancos mutagénicos del 6009F dimérico.

Se logré aislar las variantes Dim9F-C9 y Dim9F-D4 mediante seleccion bajo diferentes
condiciones desnaturalizantes.

La mutante Dim9F-D4 presentd un solo cambio que mejord notablemente la capacidad de
neutralizacion, asi como los niveles de expresion y estabilidad funcional comparada con el
dimero 6009F.

Es posible que la sustitucion del residuo 43 por Glicina pueda aportar mejorias en estabilidad en

los scFv humanos.

PERSPECTIVAS

Caracterizacion termodinamica del dimero 6009F y la variante Dim9F-D4.

Determinar las constantes de afinidad por BIACORE.

Pruebas de rescate en ratones (aplicacion de anticuerpo posterior a la inyeccion de la toxina o
veneno).

Analisis estructural: determinacion de la estructura mediante cristalografia.

Realizar sustituciones a saturacion en la posicion 43 de la VH, especialmente el cambio por
lisina. Caracterizar las variantes.

Evaluar el efecto de 1a G43 en el mondmero 6009F.
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Abreviaturas

A: Angstroms

BSA: Suero albumina bovina (bovine serum albumin)

°C: Grados centigrados

C: Dominio constantede un anticuerpo

CH: Dominio constante de la cadena pesada de un anticuerpo

CL: Dominio constante de la cadena ligera de un anticuerpo

CDR: Regiones Determinantes de complementariedad (Complementarity Determining Regions)
dNTP: Deoxiribonucleotido trisfosfato

Da: Dalton

DLsy: Dosis letal media

DO.¢o0nm: Densidad Optica a 600 nanémetros

ELISA: Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

EP-PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa propensa a error (error-prone polymerase
reaction)

Fab: Formato de anticuerpo denominado Fragmento de unién al antigeno el cual corresponde a
los dominios CH, CL, VH y VL (antigen binding fragment).

FV: Fragmento variable de un anticuerpo, correspondientes a los VH y VL.
g: Gramos

GdnHCI: Cloruro de guanidinio

H: Cadena pesada

Ig: Inmunoglobulina

kDa: Kilo daltones

L: Cadena ligera

M: Molar

mg: Miligramos

Min: Minutos

ml: Mililitro



mM: Milimolar

N: Normal

nm: Nanometros

PBS: Solucion salina amortiguada por fosfatos (Phosphate buffered saline solution)
PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction)

pM: Picomolar

rpm: Revoluciones por minuto

rtPCR: Reaccion en cadena de la polimerasa por medio de la enzima trascriptasa reversa (ARN-
ADN)

scFv: Fragmento variables de cadena sencilla de un anticuerpo (single chain variable fragment)
V: Domino variable de un anticuerpo

VH: Dominio variable de la cadena pesada de un anticuerpo

VL: Dominio variable de la cadena ligera de un anticuerpo

pg: Microgramos

pl: Microlitros

puM: Micromolar

TEA: Trietilamina
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