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Resumen

La hemaglutinina (HA) es el principal factor antigénico del virus de la influenza y juega
un papel importante en el disefio de vacunas preventivas contra la enfermedad causada
por dicho virus. En el presente trabajo se realizdé un estudio de estabilidad estructural con
una vacuna basada en la hemaglutinina del virus de la influenza con el fin de determinar si
la proteina es estable en diferentes condiciones de pH, temperatura y fuerza i6nica a las
que puede encontrarse durante el proceso de produccién o almacenaje. Como factor
adicional se eliminé la N-glicosilacion de la proteina para determinar su efecto en la

estabilidad y capacidad como vacuna

Se determind que el patron de N-glicosilacién de HA producida en células de insecto
esta compuesto por estructuras ricas en manosa y paucimanosa y Su composicion es
diferente entre los subtipos H1N1 California 2009 y H3N2 Perth 2009. Dichas estructuras
son tipicas a las encontradas en otras glicoproteinas producidas en células de insecto pero

difieren del patron tipico de N-glicosilacion de HA producida en células de mamiferos.

Se observd que la proteina monoglicosilada es mas proclive a formar agregados que la
proteina recombinante sometida a un aumento de temperatura. La temperatura de
agregacion (Ta) para la HA recombinante fue de 58°C, mientras que para HA
monoglicosilada fue de 51°C. Al comparar el cambio en la energia de Gibbs de la reaccién

de agregacion se determind que la formacion de agregados es favorable para HA



monoglicosilada a partir de los 45°C mientras para HA recombinante la reaccion es

favorable a partir de los 55°C.

Se observo que HA es susceptible a agregarse a pH diferentes a 6.8. A pH de 8, HA
recombinante presenta una velocidad especifica de agregaciéon de 0.040 h™, la cual resultd
ser la mayor en la serie de experimentos, mientras que a pH de 4 la velocidad especifica
de agregacion fue de 0.019 h™ siendo la velocidad mas baja. Al calcular el cambio de la
energia de Gibbs para la reaccién de agregacion por pH se observé que la formacion de
agregados no es favorable para pH de 6.8; para los pH de 3, 4, 5.7 y 8 se observé que la

reaccion de agregacion es favorable.

Se observo que HA monoglicosilada tiende a agregarse a pH entre 3 y 8 mostrando
una agregacion progresiva con respecto al tiempo. Para hemaglutinina, el pH afecta la
velocidad de agregacion registrando el mayor efecto a pH 3 con un valor de 0.69 pl*hr,
mientras para pH 8 se obtuvo la menor velocidad de agregacion con un valor de 0.6 pl*hr
'. Al calcular la energia de Gibbs para el proceso de agregacion por efecto de pH para HA
monoglicosilada, se observa una tendencia similar a la registrada en HA recombinante,

donde la reaccion es mas favorable a pH de 8.

Se inmuniz6 en ratones Balb/C con HA recombinante y monoglicosilada y se midieron
los titulos de anticuerpos durante 8 semanas. Wang y colaboraores (2009) reportaron que
al disminuir el tamafo de las glicosilaciones en hemaglutinina nativa aumenta la respuesta
inmune. Se observo que HA monoglicosilada genera una mayor respuesta de anticuerpos

que HA recombinante, llegando a ser un orden de magnitud mayor en la semana 5 de la
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medicion, concordando con los resusultados de Wang.

Finalmente se demostré que la N-glicosilacion de HA producida en células de insecto
evita la agregacion de la proteina ante cambios de temperatura y pH. Bajo algunas
condiciones de pH, la HA recombinante forma agregados homogéneos en forma de
espinas que pueden observarse por microscopia de transmision electronica. Si se
remueven las N-glicosilaciones de HA aumenta su capacidad para generar titulos de
anticuerpos en ratones, sin embargo la estabilidad de la proteina se ve reducida. Tomando
en cuenta dichos factores se puede desarrollar un protocolo de administracién de la vacuna
que tome en cuenta la eliminacion de los N-glicanos y su perdida de estabilidad, con el fin
de aumentar la potencia de la vacuna y disminuir la cantidad necesaria para generar

respuesta inmune.



1.Introduccion

La influenza es causa de una enfermedad infecciosa altamente especifica hacia el tipo
de huésped que infecta y que provoca problemas respiratorios severos y afecta a varios
tipos de aves y mamiferos, incluyendo al humano. En humanos, el virus ataca el tracto
respiratorio (nariz, garganta y bronquios, y muy raramente pulmones), generando una
infecciéon que dura entre 7 y 15 dias caracterizada por fiebre subita, mialgia, dolor de
cabeza y malestar severo, tos seca, garganta irritada y rinitis (WHO, 2009). La mayoria de
la gente que contrae la enfermedad se recupera sin requerir de atencion médica, pero en
los grupos de alto riesgo (nifios menores de dos afios, adultos mayores de 65 afos y las
personas que padecen ciertas complicaciones clinicas, como son enfermedades cronicas
del corazoén, pulmoén, higado y rifiones, ademas de aquellos que presentan enfermedades
metabdlicas como la diabetes o que debilitan el sistema inmune) puede resultar en
hospitalizaciones y muerte (Ahmed et al; 2007) Las infecciones por influenza ocurren
anualmente de forma estacional, presentandose en otofio e invierno en regiones de clima
templado; reportandose entre 3 y 5 millones de casos por afio (WHO; 2009) Ademas de
esto, el virus de la influenza suele presentar cambios genéticos mayores en su genoma lo

que puede resultar en pandemias globales con un alto costo tanto en lo econdmico con en



el numero de decesos en la poblacion (Hensley et al; 2010). En el siglo XX se presentaron
tres brotes epidemioldgicos de la enfermedad, siendo el mas conocido el de la influenza
espanola, que dejo 40 millones de muertos entre 1918 y 1919 afectando principalmente a

adultos jévenes y sanos (Subbarao y Joseph; 2007).

El virus se transmite rapidamente de persona a persona a través de particulas que
excreta el huésped cuando estornuda o tose, entrando al nuevo huésped por la nariz o la
garganta. Los sintomas suelen presentarse entre el primer y cuarto dia después de la
infeccion. Una persona enferma de influenza puede iniciar el proceso de infeccion un dia

posterior de desarrollar los sintomas y hasta siete dias después (La Gruta et al; 2007)

El virus de la influenza es un virus de RNA de cadena sencilla negativa segmentada,
envuelto en una membrana lipidica, siendo las proteinas membranales neuroaminidasa
(NA) y hemaglutinina (HA) los principales factores antigénicos que reconoce el sistema
inmune (Lamb y Krug; 1996). NA es una glicoproteina tetramérica cuya principal funcién es
catalizar la ruptura del enlace a glicosilico entre un acido sialico terminal y una galactosa o
galactosamina adyacente permitiendo el paso del virus a través de la mucosidad del tracto
respiratorio y liberando al viron naciente de la célula infectada (Cheung y Poon; 2007) . HA
es una glicoproteina trimérica que participa en el proceso de reconocimiento de la célula
huésped por parte del virus y su posterior introduccion al citoplasma del huésped. HA es
utilizada en métodos de identificacion del virus, debido a la capacidad de la proteina de
aglutinar eritrocitos (Skehel y Wiley; 2002) Tanto HA como NA se han propuesto como
modelos para la produccién de vacunas contra la influenza, siendo HA la mas utilizada por

su mayor capacidad antigénica y mayor presencia en el viron con respecto a NA (4 HA por



cada NA) (Arias et al; 2009).

El virus de la influenza tiene una alta capacidad de mutacion cambiando principalmente
la secuencia de aminoacidos de HA y NA (Hensley et al; 2010) Esto ha provocado que las
vacunas desarrolladas contra la influenza sean efectivas por tiempo limitado (Maurik et al;
2009). Aunado a esto, el virus tiene la capacidad de utilizar como huésped a varias
especies de animales, lo que genera una mayor variabilidad en el virus y puede generar

cepas altamente infecciosas (Arias et al;2009).

Uno de los principales retos en salud publica es evitar las infecciones masivas en
poblaciones humanas. La vacunacion dirigida a los grupos mas vulnerables ha dado
buenos resultados en el control de la influenza (WHO, 2009) Sin embargo, el proceso de
produccion actual de vacunas tiene largos tiempos de respuesta a nuevas cepas y el
riesgo bioldgico intrinseco que se tiene al trabajar con virus completos. Por tal motivo se
requiere de nuevas tecnologias de vacunas que permitan disminuir tales inconvenientes.
En la actualidad se ha propuesto el uso de proteinas virales recombinantes como vacunas
contra el virus de la influenza; destacando la hemaglutinina recombinante, ya que esta
estrategia permite la obtencion de vacunas altamente eficientes de forma rapida y segura

(Cox y Hollister; 2009)



2.Antecedentes

2.1. Hemaglutinina del virus de la influenza.

HA es una proteina de reconocimiento celular integrada a la membrana del virus
compuesta por 566 aminoacidos, un punto isoeléctrico de 6.3 y un peso molecular
promedio de 61 KDa.(Wang et al; 2005) Su nombre proviene de la capacidad de HA de
aglutinar eritrocitos a través de su union a los acidos sialicos presentes en la membrana de
la célula huésped. HA se presenta como un homotrimero con forma de bastén el cual
esta embebido en la membrana lipidica y sobresale de esta aproximadamente 10nm. Cada
viron de influenza tiene aproximadamente 500 trimeros de HA en su membrana y estas se

encuentran en una

proporcion de 4 a 1 respecto a la NA.(Lamb y Krug, 1996) Cada mondmero de HA es
sintetizado a partir del segmento 4 del genoma de RNA del virus, que da origen a un
polipétido simple conocido como HA,, el cual es producido en el reticulo endoplasmatico.
Posteriormente la proteina se une en trimeros y es exportada por el aparato de Golgi a la
membrana celular. Al momento de la infeccion el trimero de HA es cortado por las

proteasas del huésped para formar las subunidades HA; y HA, unidos por un enlace



disulfuro (Skehel y Wiley; 2002) Este corte resulta en un cambio conformacional que
permite al virus fusionarse con las membranas endosomales en un proceso regulado por el
pH. Se ha determinado que el sitio de unién de HA es altamente especifico para cada
especie; se une a los acidos sialicos con enlaces a2,3 presentes en las células epiteliares
gastrointestinales de las aves (Wit et al; 2009) mientras que los virus de influenza humana
se unen al acido sialico con enlaces 02,6 presentes en el tejido epitelial de la traquea
(Shen et al; 2009) Sin embargo el cerdo presenta receptores 02,3 y 02,6 en el tejido
epitelial traqueal por lo que es un huésped que puede ser infectado con los virus de origen
aviar y humano y generar por deriva antigénica un virus aviar capaz de infectar humanos
(Arias et al. 2009) Uno de los principales factores que determina la unién entre HA y los
receptores membranales son los patrones de N-glicosilacién que adquiere la HA durante su
modificacion postraduccional (Reed et al; 2010). Ademas, se ha podido comprobar que los
glicanos cerca del epitopo polipéptico interfieren con el reconocimiento de anticuerpos;
mientras que los glicanos cerca del sitio proteolitico de activacion de HA modulan el corte

de la proteina, la selectividad e infectividad del virus de la influenza (Wang et al, 2009).

Los bastones de HA pueden ser aislados de los virones de influenza por medio de la
solubilizacion de la membrana con detergente. Entonces los dominios transmembranales
de HA tienden a agregarse y formar estructuras homogéneas circulares denominadas
rosetas (Remeta et al; 2002) No se conoce si la formacion y el tamafio de las rosetas de HA
es dependiente de variables ambientales como el pH, la temperatura o la fuerza idnica del

medio o si dichas estructuras son estables en el tiempo o si solo se forman en presencia



del trimero de HA. El trimero de HA se extiende 13.5 nm de la membrana del virus y esta
compuesto por dos regiones predominantes: la region troncal larga y fibrosa que se
extiende 7.6 nm de la membrana que forma una espiral enrollada de tres cadenas
conformada por a hélices y que forma parte de HA, (Skehel y Wiley; 2009) La segunda
region es la cabeza globular la cual es derivada de los residuos de HA; y consiste
predominantemente de hojas (-plegadas antiparalelas. Los péptidos de fusién hidrofébicos
estan embebidos en el centro del trimero, aproximadamente a 3.5 nm de la membrana viral
y 10 nm de la cabeza de la molécula (Skehel y Wiley; 2009) A continuacion se muestra la
secuencia de aminoacidos de HA H1N1 California 2009. En dicha secuencia se sefiala los
fragmentos HA1y HA;
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Figura 2.1. Secuencia de aminoacidos presente en HA de la influenza H1N1 California-2009 y H3N2
Perth-2009. En amarillo se muestra el peptido senal, en verde el fragmento HA:y en rojo el fragmento

de HA; (Obtenida de UniProt; 2012)

HA muestra N-glicosilaciones en su superficie lateral, ademas de en una en las



subunidades globulares en la parte superior de la estructura que parece estabilizar los
contactos oligomeéricos entre las diferentes subunidades, asi mismo la ausencia o
precencia de un sitio de N-glicosilacion cerca del sitio de corte proteolitico de HA regula la

capacidad infectiva del virus de la influenza (Deshpande et al; 1987).

Tanto la regidn globular como la region troncal de HA estan glicosiladas, afectando las
propiedades funcionales de la proteina. Entre los diferentes subtipos de HA, existe una
gran variacion en los sitios de N-glicosilaciéon de la region globular, al contrario de la
glicosilacion en la region troncal, la cual es mas conservada y se requiere para la actividad

de fusion.
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Figura 2.2 Esquema de la hemaglutinina. Se muestra el trimero : a) sin activar HA,, b) después del
corte proteolitico, ¢) exponiendo el sitio de fusion después del cambio conformacional debido al pH
dcido. En rojo se muestra el fragmento HA4, en azul el fragmento HA:y en amarillo la regién que une

los dos fragmentos por un puente disulfuro. (Tomado de Skehel y Wiley; 2002)

Stevens et al (2006) determinaron que HA esta normalmente glicosilado en tres sitios
por monomero, lo que daria un maximo de entre 3 y 9 sitios ocupados en el trimero de HA
dependiendo de su serotipo. Stevens; et al (2006) observaron que las secuencias de
aminoacidos alrededor de la zona de glicosilacién estan altamente conservadas, lo que
sugiere que las glicosilaciones son importantes. Wang; et al (2009) observaron que los
patrones de glicosilacion en HA también determinan la afinidad y la especificidad del virus,
asi como la respuesta inmune ante HA. Wang et al; observaron que mientras menos
ramificados son los glicanos unidos a HA, la afinidad por el huésped aumenta mientras que
la especificidad se ve disminuida y comprobaron que al reducir el tamafio de la N-
glicosilacion a la minima requerida para el plegamiento y estabilizacién de HA se aumenta

la capacidad inmunogénica de la proteina. (Wang et al, 2009)

2.2 Vacunas contra la influenza. Estado del arte y nuevas tecnologias

La tecnologia actual de produccién de vacunas contra la influenza utiliza huevos de
gallina embrionarios. Los virones se cosechan del fluido alantéico del huevo para ser
desactivados quimicamente por tratamiento con detergente. Posteriormente puede
utilizarse el virus desactivado o en el caso de vacunas compuestas de subunidades, se

purifican parcialmente las proteinas de la membrana con especial énfasis en HA'y NA (Cox
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y Hollister; 2009) El sistema de produccion por huevos de gallina ha sido utilizado por 50
anos y se encuentra bien caracterizado y se han encontrado dificultades en la produccién

de vacunas contra el virus de la influenza dentro de las que destaca:

Falta de homogeneidad en la produccion.

» La dificultad de purificacion de la proteina.

* La probabilidad de tener componentes que provoquen una reaccion alérgica.
* La utilizacién de una fase de desactivacién con solventes organicos.

* Dependencia a la cantidad de huevos disponibles para el proceso.

* La existencia de virus de la influenza que no pueden ser producidos en huevos,
puesto que provocan la muerte del embrion antes que se pueda replicar el virus.

(Cox y Hollister; 2009)

Estos factores resultan en procesos poco homogéneos en calidad y productividad.
Dichas desventajas son especialmente criticas en situaciones en las que se requieren

grandes cantidades de vacunas en poco tiempo. ( Cox y Hollister; 2009)

Se ha propuesto como alternativa al proceso de huevos de gallina, la produccion de
proteinas recombinantes utilizando diversos sistemas de expresién. Se ha observado que
la principal respuesta inmunolégica del huésped contra el virus de la influenza se da al
reconocer a la HA en la membrana de la capside. Por tal motivo, se ha comprobado que
solo se requiere la presencia de HA para generar proteccion en el paciente, facilitando el

proceso de produccion a la expresiéon de una sola proteina en vez del virus completo(Cox y

14



Hollister, 2009). Flublok® es una vacuna basada en HA recombinante trivalente (presenta
HA de tres cepas diferentes) expresada en células de insecto que fue aprobada en 2013
por la FDA. Las HA recombinantes en la vacuna se producen en lineas celulares continuas
no transformadas y no tumorgénicas crecidas en medio libre de suero derivadas de la

células Sf9 obtenidas de Spodoptera frugiperda ( Wang et al; 2006)

Figura 2.3 Diagrama de flujo del proceso de produccién de vacunas en huevo de gallina. El proceso
requiere 6 meses para producir una nueva vacuna desde que una nueva cepa del virus es identificada.

(Cox y Hollister; 2009)
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Cada una de las tres HA es expresada en la linea celular de insecto utilizando el sistema
de células de insecto-baculovirus. Del cultivo en reactor se obtienen las proteinas en su
conformacién nativa formando trimeros. Posteriormente la proteina pasa por un tren de
purificacion ~ basado en una combinacion de métodos de filtracion y columnas

cromatograficas (Cox y Hollister, 2009).

Amplificacion del gen Produccion casette Amplificacion del
por RT- PCR de expresion baculovirus

Figura 2.4. Diagrama de flujo del proceso de produccién de vacunas basadas en HA recombinante. El
proceso requiere 2 meses para producir una vacuna funcional desde que una nueva cepa de virus es

identificada (Cox y Hollister; 2009)

El proceso de manufactura de HA recombinante en células de insecto ofrece varias
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ventajas comparativas sobre las actuales tecnologias de produccion de vacunas de

influenza (Cox y Hollister; 2009)

1) Los antigenos de HA son producidos utilizando un sistema escalable y
reproducible, resultando en una vacuna basada en proteina consistente y con bajo

contenido de endotoxinas.

2) No se requiere la seleccidon o adaptacion de las cepas del virus de influenza
para su produccion a altos niveles en huevos, permitiendo un buen ajuste genético entre

las cepas utilizadas en la vacuna y las causantes del contagio.

3) La expresion, clonacion y manufactura de las vacunas se realiza en un corto

periodo de tiempo, generalmente menor a los dos meses.

4) La manufactura de las vacunas no requieren un alto nivel de instalaciones

biocontenedoras, lo que resulta en un menor costo de la vacuna contra la influenza.

5) Los procedimientos de purificacion para la HA no incluyen la inactivacion
extraccién organica, lo que evita la desnaturalizacién de la proteina y provee un mayor
nivel de seguridad debido a la ausencia de residuos toxicos en la vacuna. El producto final
se encuentra libre de ovalbumina u otras proteinas antigénicas presentes en huevos;
siendo destacable la independencia del proceso de suero fetal bovino u otro ingrediente
derivado de animales, reduciendo significativamente la oportunidad de introducir agentes

extrafos durante la manufactura.

6) La distancia genética entre los insectos y los vertebrados reduce la capacidad de

las células de insecto de servir como huéspedes para los virus de vertebrados.
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7) El hecho de utilizar una sola proteina del virobn evita generar resistencia o

mutaciones en el virus que sean dificiles de controlar (Cox y Hollister, 2009).

Se sabe que HA recombinante tiene una buena capacidad antigénica y que es capaz
de realizar hemaglutinacion, demostrando (Wang et al., 2005) La formulacién de Flubok
contiene tres veces mas HA en comparacion con las vacunas producidas en huevo de
gallina y es estable en refrigeracion (Cox y Hollister, 2009) lo que aumentara el titulo de

anticuerpos contra HA en el huésped.

2.3 N-glicosilacién

La N-glicosilacion es una modificacion post y co-traduccional que en muchos casos es
requerida para una adecuada actividad proteica y para caracteristicas farmacoldgicas

deseables.

A diferencia de la estructura primaria de aminoacidos que es determinada por el cédigo
genético, los patrones de glicosilacion no estdn basados en plantilas y varian
dependiendo de la célula huésped y de la misma proteina (Palomares et al; 2004) Incluso
células de diferentes tejidos pertenecientes a un mismo organismo generan patrones de
glicosilacion distintos. Aunado a esto, distintas condiciones de cultivo como el medio, el pH,
el oxigeno disuelto y el mezclado pueden afectar la glicosilacion en la proteina (Palomares
y Ramirez; 2002) La N-glicosilacién es un proceso que afecta un alto numero de
funciones en los seres vivos y en los virus, como puede ser el reconocimiento enddgeno,
vida media en el torrente sanguineo de las proteinas, reconocimiento exégeno, el correcto

plegamiento de la proteina, estabilidad, solubilidad, funcionalidad, entre otros (Palomares

18



et al; 2004) La modificacion ocurre cuando un carbohidrato se une con un enlace N-
glicosidico al aminoacido asparagina. La union de carbohidratos a la proteina requiere la
presencia de una secuencia “consenso”, formada por la asparagina, seguida por un
aminoacido X (no prolina) y una serina o treonina. (Palomares et al; 2004) Es importante
aclarar que no hay una glicosilacion por cada secuencia “consenso” y que incluso el
numero de Asn glicosiladas es menor al que se podria esperar con base en estudio de la

cadena polipeptidica.

Deshpande et al; (1987) determinaron que la presencia de la N-glicosilacion de la Asp 11
en HA de H5N2 modifica la infectividad y selectividad del virus de la influenza. La
presencia de la N-glicosilacion favorece las interacciones con los receptores del huésped
en la configuracién a2,3 de los acidos sialicos; mientras la ausencia de N-glicosilacion en la
Asp 11 favorece la interaccion de HA con los receptores del huésped en la configuracion
02,6 de sus acidos sialicos. Segun Deshpande et al; la diferencia se debe a que la N-
glicosilacion de Asp 11 afecta el corte proteolitico de HA afectando la capacidad de HA de
unirse a los receptores del huésped. Wang et al; (2009) Demostraron que el patron de N-
glicosilacion en la regién globular de HA afecta la capacidad infectiva y la selectividad del
virus de la influenza. Cuando la HA del virus de la influenza presenta las glicosilaciones
minimas para el correcto plegamiento de HA, la capacidad infectiva del virus de la influenza

aumenta y su selectividad disminuye.

Wanzeck et al; (2011) Demostraron que diferencias en el patron de N-glicosilacion en la
HA utilizada como vacuna, modifica la proteccion conferida a ratones contra diferentes

cepas del virus de la influenza. Los ratones inmunizados con una HA con la menor cantidad
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de N-glicosilacién presentaron proteccion contra las variedades del virus de la influenza,
tanto las que contaban con HA pocos sitios de N-glicosilacion como aquellas variedades
del virus que tiene HA con una mayor cantidad de sitios de N-glicosilacion. Sin embargo los
ratones vacunados con HA con una mayor cantidad de N-glicosilaciones, solo presentaron
proteccion contra virus de la influenza cuya HA esta altamente N-glicosilada. Lo que indica
que la cantidad de N-glicosilaciones en HA afecta la respuesta inmunologica y la proteccion

conferida al paciente contra el virus de la influenza.

2.4 Agregacion de proteinas

El termino agregacion de proteinas ha recibido un gran niumero de definiciones y términos
en la literatura. Mahler et al; (2008) definen la agregacion de proteinas como “ la suma de
las especies proteicas de un peso molecular mayor como oligdbmeros o multimeros en
lugar de las especies definidas como deseadas. Los agregados son el termino universal
para designar todos los tipos de especies multiméricas no definidas que son formadas por
enlaces covalentes o interacciones no covalentes. ” (Mahler et al. 2008) En cambio Narhi
et al; (2012) afirman que es dificil clasificar a los agregados y que cada grupo define los
parametros de lo que llama agregados sin que estos puedan llegar a ser extrapolables
entre los diferentes grupos de investigacién puesto que el proceso de agregacion puede
definirse como “una reaccién donde la proteina se esta asociando consigo misma”. En el
presente trabajo se definird como agregado de HA toda aquella particula que presente un
tamafo mayor al trimero. Este tamafio debe ser caracterizado para cada técnica y en

funcidn de si la proteina se encuentra glicosilada o no.
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El proceso de agregacion ocurre a través de diferentes mecanismos que pueden generar
la formacién de distintos tipos de particulas, puesto que no existe una sola ruta que llegue
a un solo estado final. Una proteina puede seguir diferentes rutas de agregacion
dependiendo de las condiciones ambientales, incluyendo diferentes tipos de estrés.
Ademas, el estado inicial de la proteina que es susceptible a agregacion puede cambiar.
Esta puede estar constituida por la estructura nativa, una estructura degradada o
quimicamente modificada o si se encuentra parcial o totalmente desplegada. Es el caso de
las proteinas que tienen efecto en diversas enfermedades como las encefalopatias
espongiformes y el Parkinson comunmente denominadas enfermedades de proteina mal

plegada (PMD por sus siglas en ingles) (Narhi et al; 2012)

El proceso de agregacion de una proteina puede resultar en estructuras solubles y/o
insolubles en el mismo proceso. La morfologia de los agregados suele ser amorfa o fibrilar
la cual es dependiente de la proteina y del ambiente. Los agregados no covalentes suelen
formarse por la interaccion de fuerzas débiles como las interacciones de Van der Waals,
puentes de hidrogeno e interacciones hidrofébicas y electrostaticas, mientras los
agregados covalentes suelen formarse via puentes disulfuro debido a grupos tiol libres o
por via de entrecruzamiento como la formacion de ditirosinas (Mahler et al; 2008) Los
agregados pueden ser tanto reversibles como irreversibles, siendo los agregados
reversibles normalmente generados por el auto-ensamblaje de la proteina que puede ser

inducido por el pH o la fuerza idnica en la solucién de la proteina (Mahler et al; 2008).

Uno de los modelos que se han aplicado para describir la agregacién irreversible de

proteinas es el de “dos estados de Lumry-Eyring” el cual propone que la proteina nativa
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primero sufre un cambio conformacional reversible a un estado susceptible a agregacién el
cual subsecuentemente llega al estado de agregacion irreversible (Mahler et al; 2008) En
este modelo la agregacion de proteinas esta controlada por mecanismos conformacionales
y coloidales. En la ecuacién 1 se presenta la ecuacion de Lumry-Eyring donde se relaciona
el equilibrio de la proteina entre los estados nativo (N), desplegado (U) y agregado (A).
Para la transicion entre la proteina nativa y la desplegada es fenbmeno reversible, mientras
que la formacién de proteina agregada partiendo de la proteina desplegada es un proceso

irreversible.

Ky
N <% -5, A Eq. 1 (Mahler et al; 2008)

En muchos casos, la agregacion puede describirse como un proceso de polimerizaciéon
parecido al de nucleacidn-propagacion de los cristales. Es decir, la formacion de un

agregado sirve como nucleo o “semilla “ para el crecimiento de agregados.

Mahler et al; (2008) proponen la clasificacién de agregados de proteinas en los siguientes

grupos basados en sus caracteristicas:
a) Por tipo de enlace: Agregados no covalentes y agregados covalentes
b) Por reversibilidad: Agregados reversibles y agregados irreversibles

c) Por tamano: Agregados pequenos y solubles como dimeros, trimeros, tetrameros, etc;
agregados grandes solubles mayores a 10 oligbmeros, agregados con un diametro entre

20 nmy 1um y agregados grandes insolubles visibles.

d) Por la conformacion de la proteina: agregados con estructura nativa predominante
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agregados con estructura predominantemente no nativa (parcialmente desplegada, o

fibrilar.)

Mientras tanto Narhi et al; ( 2012) proponen la siguiente clasificacion para los agregados de

proteinas:

a) Tamano: Clasifica los agregados por tamafio: mayores a 100um, entre 1y 100um, entre
100 y 1000nm y menores de 100nm. Propone esta escala para evitar el uso de terminos

subjetivos como visible y no visible o soluble o no soluble.

b) Reversibilidad de la reaccién: Narhi et al; proponen la division entre agregados
reversibles, aquellos que estan en equilibrio con su fase nativa; y los agregados
disociables, aquellos que al variar las condiciones del medio se puede recuperar la fase
nativa. Se propone ademas que dentro de la clasificacion se indique el tiempo en que la
reaccion llego al equilibrio y las condiciones en que ocurrio la disociacién (pH, temperatura,

cambio de buffer, iones entre otros)

¢) Tipo de estructura secundaria o terciaria: Propone el uso de los términos nativa (para
agregados que conservan la estructura secundaria/terciaria de la proteina nativa)
parcialmente desplegada (el cambio de estructura es visible sin importar el método, sin
embargo la proteina aun conserva parte de su estructura nativa), desplegada (estructura
similar a la obtenida al desnaturalizar la forma nativa con 6M de guanidina), mal plegada
(La proteina tiene un cambio completo de estructura en comparacién de la forma nativa,
por ejemplo formacién de hojas B cuando normalmente esta compuesto por hélices a),

inherentemente desordenadas (para proteinas cuyo estructura es similar a la sinucleina, a
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las B-amiloides u otras proteinas desordenadas que no muestran el patrén de una proteina
amiloide) y amiloide (aquellas en que se encuentra un patrén de cruz-B de entre 45 A y 1

nm de difraccion).

d) Modificaciones covalentes: Los aminoacidos de la proteina pueden tener modificaciones
que promuevan la agregacién, como el entrecruzamiento o la modificacion de sus
residuos. Dentro de dichas modificaciones, la formacion de puentes disulfuro de la cisteina,
la oxidacion de metionina y cisteina asi como la desaminacion tienen un papel importante

en la formacién de agregados.

e) Morfologia: Al caracterizar la forma fisica de los agregados se puede obtener
informacion sobre el mecanismo de reaccion, asi mismo como distinguir entre estructuras
tipicas encontradas en la solucion (rastros del proceso de produccién o purificacién) y los
agregados de la proteina. Cuando se discrimina por razéon de aspecto se debe evaluar que
tan cercana es la proteina a una forma geométrica buscando poder clasificar la formacion
de agregado de acuerdo a la estructura. Por ejemplo HA tiende a formar agregados tipo
estrella o roseta. También se propone el uso de las propiedades opticas como el indice de
refraccion y la transparencia de la muestra. Asi mismo se propone la clasificacién de
agregados homogéneos si estan compuestos de una misma proteina, mientras que los
agregados heterogéneos son aquellos que se componen de varias proteinas o de algun
otro compuesto. Ademas se puede clasificar a los agregados de acuerdo al numero de

subunidades del que esta compuesto (Narhi et al; 2012)

De esta forma se presenta una panorama amplio de la clasificacién de agregados. La

agrupacion de agregados es dificil debido a que en la actualidad existen dos grandes
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vertientes de investigacion, una enfocada en el proceso de agregacion durante el proceso
de produccion y purificacion de la proteina y la otra en las enfermedades ocasionadas por
proteinas mal plegadas que tienden a agregarse. Las caracteristicas utiles para un grupo
no suelen serlo para el otro, por lo que es dificil tener una clasificacion unica. Dentro de la
presente tesis se clasificara los agregados de acuerdo al tamafo en relacién al trimero, asi
mismo se buscara determinar la reversibilidad del agregado con el objetivo de clasificacion

y caracterizacion.

La agregacion puede ser inducida por una gran variedad de condiciones, incluyendo
temperatura, estrés mecanico como agitacion, bombeo y por la formulacion en que esté
suspendida la proteina. A continuacidn se describen de forma general la forma en que se

genera los agregados bajo distintas condiciones.

2.4 1Temperatura

Un incremento de la temperatura acelera las reacciones quimicas como la oxidacion y la
desaminacion de las proteinas que pueden llevar a un alto nivel de agregados. Altas
temperaturas tienen efecto directo en la conformacion de la cadena peptidica a nivel de
estructuras cuaternaria, terciaria y secundaria y puede generar un desplegamiento inducido
por temperatura que promueva la agregacion. (Vazquez-Rey and Lang; 2011) Una medida
de la estabilidad térmica de la proteina es la temperatura de fusién (Tm) la cual se define
como la temperatura a la que el 50% de la proteina se encuentra desplegada durante la

transicion de desplegamiento térmico (Cirkovas and Sereikaite; 2011) Las Tm varian entre
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proteinas y se encuentran usualmente en un rango entre los 40° y 80°C. Uno de los
principales retos con el analisis de agregacion es generado por el hecho que la agregacion
no sigue un comportamiento de Arrhenius por lo que es dificil extrapolar los resultados para
predecir agregacion a temperaturas menores a las que se hicieron las mediciones (Weiss
et, al: 2008) Al disminuir la temperatura se pueden promover la formacion de cambios
fisicos y quimicos que incluyen la creacion de interfases hielo/solucion, adsorcion en las
superficies del contenedor, crioconcentracion de la proteina y de los solutos como sales
que pueden conllevar a cambios en el pH. La tasa de congelamiento y el método también

influencian la tasa de agregacion de proteinas (Vazquez-Rey and Lang; 2011)

2.4.2 Concentracion de proteina

El incremento en la concentracion de proteina ha sido reportado por Mahler et al; (2008)
como un promotor de la formacion de agregados proteicos durante el almacenamiento. La
formacion de agregados depende directamente de las interacciones entre las moléculas de
la proteina, por lo que al haber una mayor probabilidad de encontrarse e interactuar,
aumenta la probabilidad de agregacién (Narhi et al; 2012, Mahler et al; 2008) A altas
concentraciones de proteina ocurre el amontonamiento macromolecular, el cual es un
término que describe el efecto de un alto volumen ocupado por solutos macromoleculares.
De acuerdo con esta teoria, a mayor volumen ocupado por macromoléculas el auto-
ensamblaje y la agregacion se ven favorecidos, pero al mismo tiempo el desplegamiento de
la proteina, el cual suele ser necesario para muchas reacciones de agregacion se ve
reducido. Al mismo tiempo, un incremento de la concentracidn de proteina incrementa el

tamano de agregados. Sin embargo una disminucion en la concentracion de la proteina por

26



medio de dilucién afecta el contenido de agregados formados por interacciones débiles
reversibles, provocando una disminucién de agregados conforme la proteina se va

diluyendo. (Mahler et al; 2008)

2.4.3. Efecto de la solucién y de la superficie

Cambios en el ambiente en el que se encuentra la proteina, como el pH, la fuerza iénica, el
tipo de buffer, los excipientes y el material en que esta almacenada pueden inducir la
formacion de agregados de proteina (Majumdar et al, 2011) Un cambio en el pH tiene una
fuerte influencia en la tasa de agregacion debido al que el pH determina las interacciones
electrostaticas a través de la distribucion de carga de la superficie de la proteina (Salvatore
et al; 2011) La ruptura de la cadena peptidica puede ocurrir bajo condiciones acidas
mientras que en condiciones alcalinas la deaminacion y la oxidacion se ven favorecidas.
Dichas modificaciones dependen de la secuencia primaria asi mismo como de la estructura
de la proteina y puede generar un incremento de la agregacién. De igual forma se han
observado diferentes comportamientos de agregacion con diferentes buffer a un mismo pH
(Mahler et al, 2008) La cantidad de excipientes en el solvente puede impactar el
comportamiento de agregacion. La habilidad de surfactantes como los polisorbatos de
estabilizar a la proteina contra la agregacion depende de la razon de proteina por
surfactante, por o que un cambio en la concentracion de excipiente/estabilizador puede
tener una alta influencia en la formaciéon de agregados (Vazquez-Rey and Lang; 2011)
Ademas, materiales de contacto como el vidrio, acero, silicona, plastico, goma entre otros

puede influenciar la agregaciéon (Mahler et al; 2008)

2.4.4 Modificaciones quimicas de la proteinas
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Las reacciones de agregacion pueden ocurrir después de una modificacion quimica de la
proteina. Las modificaciones quimicas pueden incluir reacciones de desaminacion
isomerizacion, hidrdlisis, oxidacion y desglicosilaciéon (Wang; 2009) Las modificaciones en
las cadenas laterales de los aminoacidos como la desaminacion o la isomerizacion pueden
distorsionar la conformacion nativa de la proteina generando agregacion y auto-asociacion
(Zhang et al; 2002) Las reacciones de oxidacion como la formacién de enlaces disulfuro o
la oxidacion de metioninas pueden presentarse cuando la proteina es expuesta a la luz, a
contaminacion por peréxidos, o simplemente por la presencia de oxigeno en el medio. La
exposicion a la luz puede generar degradacion fotolitica de las cadenas laterales de ciertos
aminoacidos como Met, Tyr, Trp, His, Cys y Phe y se ha observado que induce la
agregacion de proteinas. La temperatura y la presencia de contaminantes puede generar
la degradacion de los glicanos unidos a la proteina, lo cual promueve el desplegamiento y

la agregacion de la proteina. (Narhi et al; 2011)

2.5 Cualidades clave en la capacidad inmunogénica de una vacuna.

Uno de los mayores retos al que se enfrentan los investigadores en vacunas es el como
maximizar la capacidad inmunogénica sin comprometer la seguridad y tolerancia del
paciente. Una forma de enfrentar este reto es disefar vacunas que eliminen el factor
patogénico del inmundgeno y conserve su tamano, la forma y la estabilidad (Bachmann y

Jennings; 2010)

El tamafo de los antigenos varia enormemente. El tamano de particula puede variar

desde menos de 10nm (proteinas y subunidades virales) hasta tamafios cercanos a los 20
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gm como las vacunas de células completas con coadyuvantes (Singh et al; 2007) El
mecanismo de induccién de respuesta de las células T por medio de células presentadoras
de antigeno (APC) depende especificamente de las células dendriticas y de macréfagos
que son células altamente especializadas en atrapar y procesar el antigeno. El trafico del
antigeno por los nodos linfaticos, su captura por las células dendriticas y su maduracién
para generar una fuerte respuesta inmunologica son procesos altamente dependientes del
tamafo del antigeno (Ahsan et al; 2002) Ciertos antigenos como las vacunas de célula
completa, virosomas, las particulas pseudovirales y los antigenos formulados en
adyuvantes particulares como liposomas o microparticulas tienen superficies grandes que
se encuentran electrostaticamente cargadas, que cuentan con propiedades hidrofébicas o
de interaccion con receptor (Bachmann y Jennings; 2010) Esto genera una mejor
interaccion de las APC de estas particulas con respecto a las proteinas solubles. Muchos
patdgenos cuentan en su superficie con estructuras altamente repetidas que permiten una
unién eficiente de anticuerpos por medio de interacciones altamente avidas, permitiendo el
reclutamiento y activacion de otros componentes que desencadenan la via clasica de la
cascada de complemento (Bottazzi et al. 2010) Las regiones hidrofobicas en el antigeno
estimulan el sistema inmune innato al activar la via de la cascada de complemento
resultando en un aumento de captura del antigeno por las APC. Lo anterior permite
explicar el porqué una proteina desnaturalizada que presenta sitios hidrofébicos expuestos
genera una potente respuesta de las células T y B. En resumen, las particulas patogenas y
los agregados proteicos son normalmente capturados por las APC y presentados de una
forma mas eficiente que los antigenos pequefos como proteinas sin agregar (Kovacsovics-
Bankowski et al; 1993)
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Posterior a la captura por las APC, el antigeno debe ser llevado a los compartimientos
lisosomales donde seran degradados en péptidos. Estos péptidos seran posteriormente
cargados en moléculas de MHC tipo Il y seran transportadas a la superficie celular para la
estimulacién de las células T colaboradoras. Los antigenos de proteinas solubles son
usualmente presentados de forma ineficiente, pero los antigenos cuyo tamafo de particula
es similar o mayor al de los virus activan de forma eficiente la via de MHC tipo | sin

necesidad de replicacion intracelular (Batchman y Lennings; 2010)
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Figura 2.5 Comparacion del tamano de los sistemas de vacunas y los agentes patogénicos. Se indica
el tamano donde se da la maxima eficiencia de transporte por los vesiculas linfaticas y de captura por

las APC. (Tomado de Bachmann y Jennings; 2010)

Del mismo modo, la presentacion de los péptidos derivados de antigenos grandes ocurre

mucho mas rapido que la presentacion cruzada de los péptidos derivados de antigenos de
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proteina soluble, teniendo una eficiencia similar en la presentacion de los péptidos en la

via de MHC tipo Il. (Harding et al. 1994, Storni y Bachmann; 2004).

Durante el procesamiento intracelular de antigenos, la dinamica de desplegamiento de
proteinas es crucial. La estabilidad conformacional del antigeno proteico es importante al
momento de determinar la respuesta inmune. Takatoshi et al; (2010) observaron que la
activacion de la respuesta de las células T y la respuesta inmune estan controladas por el
grado de la estabilidad conformacional de la proteina. Takatoshi y colaboradores (2010)
demostraron que la produccion de IgG esta directamente correlacionada con la estabilidad
conformacional del antigeno, ya que una estructura altamente estable tiene una menor

capacidad de producir una respuesta inmune adecuada.
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3.Justificacion

La producciéon de HA recombinante en células de insectos permite obtener una proteina
homogénea con un sistema de produccién mas rapido y sencillo que el tradicional. Esto ha
permitido que se proponga su uso como alternativa de vacuna contra las infecciones del
virus de la influenza. . Sin embargo su patrén de N-glicosilacidon puedan afectar la
formacion de agregados de HA y su estabilidad. Se desconoce si HA recombinante se
ensambla en formas diferentes a los trimeros al variar las condiciones ambientales y
diferentes patrones de N-glicosilacion. De acuerdo a Wang et al; (2009) y Wanzeck et al
(2011) es viable utilizar HA sin N-glicosilaciones para su uso como vacuna, sin embargo
no se conoce si puede traer consecuencias la estabilidad de la vacuna final y que tanto
repercute la eliminacion de glicanos en el aumento de anticuerpos en el paciente. Se
desconoce si la relacidn inmunogenicidad/estabilidad puede ser un factor a considerar al
momento de disefar la vacuna con el fin de generar una mayor proteccion a un menor

costo y consumo del producto.

Finalmente se desea determinar la estabilidad de HA a diferentes condiciones fisico-
quimicas lo cual permitird predecir su comportamiento una vez que se encuentre como
producto final. Se puede determinar su caducidad, las condiciones de almacenamiento y si

sufrira algun tipo de modificacion al ser inyectada en el paciente.
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4 Hipétesis

La estabilidad de la vacuna para la influenza a diferentes condiciones de temperatura,

pH y fuerza idnica se ve afectada por el patron de N-glicosilacion de HA recombinante.
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5.0bjetivo general

Caracterizar el patron de N-glicosilacion de HA recombinante del virus de la influenza y
determinar su efecto en la estabilidad y capacidad inmunogénica de la vacuna contra la

influenza.

5.1 Objetivos especificos.

1. Determinar el patrén de N-glicosilacién de la HA recombinante producida en células

de insecto
V' Porcentaje del peso que es glicano
vV Analisis de los sitios potenciales para la N-glicosilacién

V- Tipo de glicanos y su composicion en la proteina

2. Determinar la estructura cuaternaria que forma HA recombinante sometida a

diferentes condiciones

V- Caracterizar la formacién de agregados y determinar si alguno presenta

una morfologia homogénea que permita su clasificacion.
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3. Determinar la estabilidad de la HA recombinante sometida a diferentes condiciones

ambientales.

V- Caracterizar la curva de desnaturalizacion variando la temperatura y pH
para determinar los limites maximos y minimos que soporta la proteina

recombinante

VA Calcular las constantes de desnaturalizacion

4. Evaluar el papel de la N-glicosilacion en la estructuras de la HA y su estabilidad a

diferentes condiciones.

V- Evaluar la estabilidad a diferentes pH y temperaturas

5. Determinar el papel de las caracteristicas de la HA recombinante en su eficiencia

como inmundgeno.

V' Pruebas de inmunogenicidad en ratones.
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6.Materiales y Métodos

6.1 Hemaglutinina recombinante del virus de la influenza (HA)

Las proteinas HA producidas en células SF+ de la cepas H1N1 California 2009 45-
10017, H3N2 Perth 2009 4510013 y HAB Malaysia 4507015 fueron proporcionadas por la
compania Protein Sciences Corporation. Las proteinas purificadas estaban en viales de
500ul en buffer 10mM de fosfatos, 150mM de NaCl a pH 7 con 0.001% volumen de Tween
20. El vial con HA proveniente de H1N1 tuvo una concentracién de 622 pg/ml, la
concentracion de HA de H3N2 fue 638 pg/mly de HAB fue de 650ug/ml . Los viales se

almacenaron a 4°C.

6.2 Determinacién del peso molecular de HA

Se determind el peso molecular de HA utilizando la técnica de electroforesis en un gel
siguiendo la metodologia reportada por Sambrook et al; (1989) concentrador al 4% de
poliacrilamida y un gel de corrida al 12% de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes. Se cargd 5 ug de proteina por carril, diluida en 10 pl de buffer reductor
(0.25M Tris-HCI pH6.8, 10% SDS, 20% glicerol, 2-mercapto-etanol, azul de bromofenol) La
corrida duré 90 minutos a un voltaje constante de 100V. Se utilizé el marcador de peso
molecular Bench Mark en el carril 1 de los geles. Posterior a la corrida, los geles se tifieron
con solucion de azul de Coomasie por 30 min, siendo el exceso de colorante removido con

una solucién de acido acético al 10%. Se utilizé el equipo ChemiDoc RS+ de BioRad vy el
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software ImagelLab para el analisis de los geles obtenidos.

6.3 Determinacion de la presencia de HA en viales de muestra

Se utilizé la técnica de inmunodeteccion de proteinas en membranas de PVDF en
condiciones desnaturalizantes reductoras siguiendo la metodologia reportada por
Sambrook et al; (1989). Se utilizaron geles de poliacrilamida al 12% y el marcador de peso
molecular Dual Color de BioRad. Para la transferencia de proteinas a la membrana de
PVDF se utilizé la camara de transferencia humeda Mini Trans-blot de BioRad durante 150
min a 250 mA constantes. Posteriormente se realizé una deteccion rapida con tincidn rojo
de Ponceau. Una vez retirado el colorante, se prosiguié con la incubacion con anticuerpo
primario contra HA producida en conejo con una dilucién 1:500 y se dejo por 90 min a
agitacion constante. Se utiliz6 como anticuerpo secundario con suero de conejo anti-HA en
una concentracion 1:5000 y se incub6 por 90 min a agitacion constante. Finalmente se
reveld por medio de carbazole y se analizé la membrana en el equipo ChemiDoc RS+ de
BioRad y el software ImagelLab. Como control negativo se utiliz6 una muestra de proteina
p64 producida en cultivo de células SF+ infectadas con vaculovirus que se encuentra en

cultivos de células de insecto.

6.4 Analisis del perfil de N-glicosilacion de HA.

Se utilizé la metodologia descrita por Guile et al. (1997) y Palomares et al. (2003). 100
Mg de la proteina se concentraron utilizando el equipo Speed Vac Plus SC110A de Savant
hasta un volumen de 32.5 pl y se incubd a 100°C por 5 min en una solucioén al 2% de SDS

y 1M mercapto-etanol. Posteriormente se utilizd la enzima N-glicosidasa F de Sigma
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(PNGasa F) en un buffer 2560mM fosfato de sodio a pH 7.5 y se dejo incubar por 17 hrs a
37°C. Como control interno, se agregd 10 pl de maltosa 10 uM. Los glicanos fueron
marcados con 2-aminobenzamida dejando incubar con el colorante fluorescente por 2 hrs a
65°C, el exceso de colorante se removio con una serie de lavados de acido acético,
acetonitrilo y agua. Los glicanos se concentraron a un volumen final de 100ul. El analisis
de los glicanos se realizé mediante Cromatografia Liquida a Alta Presion (HPLC por sus
siglas en inglés) en fase normal utilizando un equipo Waters y una columna TSKgel Amide-

80 (TOSOH). Se utilizdé un gradiente de acetonitrilo y formato de amonio 250 mM pH 4.4

en corridas de 180 min a 30°C.
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Figura 6.1. Escalera de dextrana para la columna de fase normal TSKgel Amide-80 (TOSOH).

Para cuantificar los glicanos, se utilizé un detector de fluorescencia Waters a una
longitud de onda de excitacion de 330 nm y 420 nm de emision. Para la identificacion de
los glicanos obtenidos se calculd la migracion de glicanos en unidades de glucosa a través
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de una curva de calibracién de elucion en el HPLC de un homopolimero estandar de
dextrana, de cuyo cromatograma se obtuvo una ecuacion de tercer orden que relaciona el
tamano del homopolimero expresado en unidades de glucosa con el tiempo de migracion.
La migracion en unidades de glucosa fue comparada con tablas estandar con el objetivo de

proponer estructuras a los glicanos obtenidos. Los glicanos tratados fueron posteriormente

tratados con la enzima a-manosidasa de Prozyme para determinar si poseian manosas
terminales y corroborar su identidad. Los glicanos tratados con la enzima fueron

nuevamente analizados mediante HPLC.

Correlacion para la escalera de dextrana
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Figura 6.2 Correlacion para la escalera de dextrosa. Se muestra la ecuacion utilizada para el calculo

de unidades de glucosa

6.5 Determinacion del tamano de HA

Se determind el diametro hidrodinamico de HA utilizando la técnica de HPLC de
exclusion por tamafno en base a lo reportado por Rojas (2008) al cual se le hizo
adecuaciones en la fase movil para su uso con HA. Se utilizé la columna Biosuite 250

HUR (tamafo de poro 250 A, 4mm tamafo de particula) de Waters con un buffer 10mM
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fosfatos, 150mM NaCl pH 7 y se caracteriz6 la columna con diferentes particulas a un flujo
de 0.4ml/min. Se utilizaron particulas con diametro hidrodinamico conocido para la
calibracion de la columna. Se utilizé azida de sodio para determinar el volumen total de la
columna. Se realizé la curva de calibracion relacionando el diametro hidrodinamico con el
volumen de elucion de las particulas. Ademas se utilizo la técnica de dispersion dinamica
de luz medida en un equipo Zetasizer Nano de Malvern para determinar el diametro
hidrodinamico de HA.. y desglicosilada. Se realiz6 la medicién por triplicado a 20°C

equilibrando la muestra por 10 minutos en buffer 10mM fosfatos, 150mM NaCl pH 7 con

una concentracion de 100 ug/ml con el fin de caracterizar la poblacion de HA en los viales.

Para la elaboracion de la curva de calibracion de la columna Biosuite250 (tamafio de
poro de 250A) se utilizaron las siguientes proteinas modelo: Lisozima (RH=1.8nm),
tripsinogeno (RH=2.2nm), proteina verde fluorescente mejorada EGFP (RH=2.4nm),
albumina (RH=3.55 nm), IgG (RH=5.3nm), tiroglobulina (RH=8.5nm) y fluoroesferas
(RH=30nm) En una columna de exclusion en gel, las particulas de mayor tamafo eluyen
antes que las particulas pequefas, ya que estas ultimas se detienen entre los poros y
cavidades del gel: mientras que las grandes, al no poder entrar en dichos poros, no se

retienen y eluyen mas rapido.

40



Vo(ml) 1.72
Vi{ml) 5.2
Ve(ml) | RH{(nm)|Pm (kDa) 1-KD Particula

4.68 1.8 14.3 0.96 Lisozima
4.48 2.2 24 09 Tripsinogeno
3.78 24 27 067 EGFP
3.72 3.5 65 0.65 Albumina
2.7 5.3 150 0.32 lgG
2.4 8.5 660 0.23 Tiroglobulina
1.72 30 0.01 Fluoroesfera

Tabla 6.1 Radio hidrodinamico y volumen de eluciéon de las particulas usadas para la curva de
calibracion de la columna Biosuite 250 usando una fase movil de buffer 10mM fosfatos, 150mM
NaCl pH 7 a un flujo de 0.4 mi/min .

El volumen vacio de columna se determina a partir del volumen de elucién de una
particula con radio hidrodinamico mayor o igual al tamafio de poro de la resina utilizada .
Se utilizé a la flouroesfera como la particula que determina el volumen vacio de la
columna. El volumen total de la columna es el volumen maximo al cual ya eluyeron todas
las particulas. Dicho volumen se determina con una particula pequeina, normalmente azida
de sodio. En la figura 6.3 se muestra la curva de calibracion para la columna Biosuite 250
en funcion del radio hidrodinamico y el peso molecular. Para las fluoroesferas no fue
posible obtener el radio hidrodinamico ya que exceden el tamafo de poro de la columna,
ademas de la migracién de la tiroglubulina esta fuera del rango lineal por lo que tampoco se

fue considerada para la curva de calibracion.
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A) Curva de calibracion de Biosuite 250 (Tamaio)
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Figura 6.3 Curva de calibraciéon de la columna Biosuite250. A)Se grafic6 el volumen de elucién (tiempo
de eluciéon (min) por el flujo (ml/min)) contra el radio hidrodinamico (nm) B) Se grafic6 volumen de
elucion contra el peso molecular de la particula. La fase movil fue buffer 10mM fosfatos, 150mM NaCl
PH 7 a un flujo de 0.4 ml/min
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6.6 Estabilidad de HA a diferentes temperaturas, diferentes formas glicosiladas y a

diferentes tiempos.

Se determind la estabilidad de HA a diferentes temperaturas en buffer 10mM fosfatos,
150mM NaCl a pH 7 utilizando la técnica de dispersion dinamica de luz (light scattering).El
método fue montado para este experimento. Se utilizaron muestras de HA a las que se les
removieron los glicanos con la enzima Endoglicosidasa F1 de Sigma (EndoH). Esta enzima
no requiere de la desnaturalizacion de la proteina para eliminar los azucares. Para la
desglicosilaciéon por medio de Endoglicosidasa F1 la proteina fue concentrada utilizando el
equipo Speed Vac Plus SC110A de Savant. 50 ug de proteina se diluyeron en 50pul de
buffer 250mM NaH,PO,4 a pH 5.5, se agrego 2ul de la enzima y se dejo incubar por 3 hr a
37°C. Se utilizé el equipo Zetasizer Nano de Malvern instruments para determinar los
cambios del radio hidrodinamico a lo largo de las mediciones. Se midié6 50 pl de una
muestra con una concentracion de 100 pug/ml equilibrandose a 10 min a cada temperatura.
Se realizaron mediciones a 4°C, 20°C, 25°C, 35°C, 45°C, 55°C y 65°C tanto para la
proteina glicosilada como la desglicosilada. Muestras de la proteina desglicosilada fueron
almacenadas a 4°C en buffer 10mM fosfatos, 150mM NaCl pH 7 con Tween-20 y se analiz6
el cambio del radio hidrodinamico de HA comparado con HA glicosilada a los 7 dias. Se
utilizé6 microscopia de transmision electronica para observar las estructuras formadas en

HA a 20°C y a 65°C y determinar las diferencias en los agregados.
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6.7 Estabilidad de HA a diferentes pH, diferentes formas glicosiladas y a diferentes

tiempos.

Se determind la estabilidad de HA a diferentes pH en buffer 10mM fosfatos, 150mM
NaCl a 25°C utilizando la técnica de dispersion dinamica de luz (light scattering). El método
fue montado en el laboratorio para este experimento. Se utilizaron muestras de HA a las
que se les removieron los glicanos de acuerdo al procedimiento sefialado en el punto 6.5.
Se utilizo el dispositivo de filtracion Nanosep 10K omega (Nanosep) con la centrifuga 5418
de Eppendorf para eliminar sales y realizar los cambios de buffer. Se utilizd el equipo
Zetazaizer Nano de Malvern instruments para determinar los cambios del radio
hidrodinamico a lo largo de las mediciones. Se midié 50 pl de una muestra con una
concentracion de 100 pg/ml realizando mediciones a las 0, 1, 20, 24, 26, 48, 52, 72 y 112
horas para la proteina recombinante y a las 0, 1, 3, 20, 24, 26 y 48 horas para la proteina
desglicosilada. Se realizaron mediciones a pH de 3, 4, 5.7, 6.8 y 8 tanto para la proteina
glicosilada como la desglicosilada. Cuando la poblacion total de HA se encontraba
agregada, se cambio el buffer a un pH de 6.8 para comprobar si la agregacién de la
proteina es reversible. Se incubd a 25°C durante una hora y se realizaron mediciones a
cada muestra. Posteriormente se realizaron mediciones cada 24 hrs por 3 dias con el fin de
observar un cambio en la distribucion de la poblacion. Se utilizé microscopia de
transmision electronica para observar las estructuras formadas en HAapHde 3,4,6y 8y

determinar las diferencias en los agregados.
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6.8. Estabilidad de HA a diferentes fuerzas idnicas y a diferentes tiempos.

Se determino la estabilidad de HA a diferentes fuerzas ionicas variando la concentracion
de NaCl en un rango de 0.05M hasta 0.75M en buffer 10mM fosfatos, pH 6.8 a 25°C
utilizando la técnica de dispersion dinamica de luz (light scattering).Para este experimento
se utilizd el mismo protocolo que en el punto 6.5. Se midié 40 ul de una muestra con una

concentracion de 100 pug/ml equilibrandose durante 1 hr a cada fuerza iénica. Se realizaron
mediciones a fuerza ionica de 0.05, 0.01, 0.15, 0.5 y 0.75 M tanto para la proteina
glicosilada como la desglicosilada. Las muestras de la proteina desglicosilada vy
recombinante fueron almacenadas a 4°C en buffer 10mM fosfatos, y se realizé medicion

cada 24 horas.

6.9 Determinacidn de la capacidad inmunogénica de HA... y desglicosilada.

Se determind la capacidad inmunogénica de HA recombinante y HA recombinante
desglicosilada utilizando la técnica de ELISA para contabilizar el titulo de anticuerpos contra
HA siguiendo la metodologia indicada por Sambrook et al; (1989) para la parte de ELISAy
se montd la técnica en el laboratorio para la inoculacion de ratones.  Se contd con tres
grupos de cuatro ratones hembra de la cepa BALB/C y se les administré dos dosis con 20
Mg de HA en buffer fosfatos 10mM, 150mM NaCl pH 7 con una diferencia de 15 dias entre
la primera inoculacion y la segunda. Se inoculd un grupo sélo con buffer para fungir como
control, a otro grupo se le administr6 HA recombinante y el ultimo se inoculé con HA

recombinante desglicosilada. Se obtuvo el suero de los ratones una semana antes de la
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primera inoculaciéon para comprobar la ausencia de anticuerpos contra HA. Se tomaron
muestras de sangre en la semana 1, 3, 4, 5 y 6 posteriores a la primera inoculacién. Se
preparé una solucion de HA en buffer 100mM de Carbonatos pH 9.6 a una concentracion
de 5ug/ml en una placa de 96 micropozos y se dejé incubando por 16 horas. Se realizaron
lavados de la placa con buffer tris/fHCI 50mM pH 8, 150mM NaCl y 0.05% Tween-20 para
eliminar la proteina que no se unié a la placa. Se utilizé una solucion de 0.5% gelatina,
0.2% tween 50mM Tris/HCI pH 8 durante 2 hrs a 37°C para bloquear la placa y un lavado
para eliminar los residuos que no se unieron. Se prepard la placa con una solucién de
50mM Tris/HCI pH8 500mM NaCl, 1mg/ml de gelatina, 0.05% Tween-20 y posteriormente
se coloco 30 ul de suero en la primera hilera, haciendo una dilucion 1:5. Se realizd
posteriormente una dilucion seriada 1:3 a lo largo de la placa con el fin de poder calcular el
titulo de anticuerpos. Se incubd por 2 hrs a 37°C. Posteriormente se realizé un lavado y se
agregd una solucion con el anticuerpo conjugado a una dilucion de 1:2500 y se dejo
incubar por 90 min a 37°C. Posterior a otro lavado se adiciond la solucién de revelado de
240pg/ml de PNPP en buffer de DEA al 1% y se deja incubar por 10 minutos. A los 10
minutos se agregan 20 pl de solucion 2N de NaOH para detener la reaccion y se lee la
absorbancia a 405nm en el lector de microplacas. La absorbancia se graficd contra el
inverso de la dilucion y se ajusté a un modelo sigmoidal con el fin de obtener la dilucion a la

que hay 50% de respuesta a la cual corresponde el titulo de anticuerpo.
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7.Resultados y discusion

7.1 Determinacion del patron de N-glicosilacion de HA

7.1.1 Migracion en geles de poliacrilamida de HA.. y desglicosilada en condiciones

desnaturalizantes.

La técnica de migracion en geles de poliacrilamida con SDS en condiciones
desnaturalizantes permite determinar el peso molecular de una particula por medio de la
distancia total que se desplaza en el gel al hacerlo interactuar con una corriente eléctrica.
El SDS se asocia a la proteina confiriéndole carga negativa, lo que permite en la mayoria
de los casos que la migracion sea debida al peso molecular de la proteina y no a su carga.
Una vez que la proteina ha sido desnaturalizada y asociada a SDS, las proteinas mas
pequenas se desplazaran mas rapido que las proteinas grandes y por lo tanto recorreran
una distancia mayor en el gel en el mismo tiempo. Para la determinacion del peso
molecular se compard la migracion de la proteina de interés el marcador de peso
molecular BenchMark utilizando el software ImagelLab de BioRad. En la figura 6.1 se
puede observar la migracién de distintas HA... en comparacion con HA a las que se le

retiraron los glicanos.
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Figura 7.1 Electroforesis en gel de poliacrilamida de HA. Carril 1: Marcador de peso molecular; carril
2: HABrec; carril 3: HAB desglicosilada; carril 4: HA1,..; carril 5: HA1 desglicosilada.

En el gel se corrieron cuatro muestras: HAB recombinante y desglicosilada; y HA1
recombinante y desglicosilada para comparar la diferencia en la migracion entre la proteina
recombinante y la desglicosilada. La muestra de HAB tuvo un peso molecular promedio de
78 kDa. No se pudo obtener HAB desglicosilada en la concentracion minima requerida para
observarla en el gel, ya que la proteina se encontraba agregada después de la
desglicosilacion. Con respecto a HA1 recombinante se observaron 3 bandas. La primera
banda corresponde a HA,, la cual es la proteina HA completa. Esta banda tuvo un peso

molecular de entre 80 y 70kDa. Las otras dos bandas tienen pesos moleculares
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correspondientes a los fragmentos denominados HAy HA, productos de la protedlisis de
HA,. HA; es la fraccion de HA que contiene el dominio transmebranal; el gel muestra un
peso molecular de HA entre los 50 y 45 kDa. HA, tuvo un peso molecular entre los 30 y 20
kDa. En la muestra de HA desglicosilada se observdé un peso molecular de HA, entre los
70 y 60kDa, mientras HA;y HA; tuvieron pesos moleculares entre 40 y 35 kDa y 25 KDa
respectivamente. El peso molecular tedrico de HA, calculado a partir de la secuencia de
aminoacidos y sin considerar glicosilaciones es de 61 kDa, mientras que los de HA 1y HA;
son de 33 y 29 kDa respectivamente (Lamb y Krug, 1996) En un principio se podria
suponer que la diferencia de peso entre HA, de la proteina recombinante y la desglicosilada
(aproximadamente 10kDa) deberia corresponder a los glicanos en la proteina. Sin
embargo, la diferencia entre el peso molecular del fragmento glicosilado y el desglicosilado
es demasiado grande. Al utilizar la herramienta bioinformatica NetNGlyc 1.0

(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/), se determin6 que de los 6 posibles sitios de N-

glicosilacion en HA (segun su secuencia) s6lo 5 estan probablemente ocupados.
Suponiendo que cada glicano tiene 6 carbohidratos y el peso molecular promedio de cada
residuo de azucar es similar al de la glucosa (180 Da), el peso molecular promedio que se
esperaria de los glicanos es de 5.4 kDa. Esta diferencia puede deberse a la migracion
anomala de las glicoproteinas en SDS-PAGE. Si observamos la diferencia en el peso
molecular entre las fracciones de HA; podemos observar un cambio de aproximadamente
de 10 kDa entre la proteina recombinante y la desglicosilada. Sin embargo en las
fracciones de HA, la diferencia de peso es despreciable. El corte proteolitico se da
aproximadamente en la posicion 328 de HA, Segun el analisis de la secuencia de HA para

el subtipo H1N1- California 2009, de las 5 posibles asparaginas que pueden estar
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glicosiladas, 4 se encuentran antes del aminoacido 328, lo que indica que dichos sitios se
encuentran hubicados en HA, mientras que HA; solo presenta un sitio de N-glicosilacion.
Ya que no se observé diferencia en la migracion de HA2, es probable que el unico sitio

potencial de N-glicosilacién en ese fragmento no esté ocupado.

Sitio de corte
proteolitico

Figura 7.2 Anadlisis de la secuencia de HA para determinar los posibles sitios de N-glicosilacion en HA
del subtipo H1N1 California 2009. Los sitios que no superen por 0.1 o mas la linea de umbral (linea
roja) se consideran como sitios que probablemente no estén glicosilados. El analisis se realizé6 con
NetNGlyc 1.0. Se sefiala el sitio del corte protedlitico en la cadena de aminodcidos.

En el gel se puede observar que tanto la HA.. y HAc desglicosilada tienen agregacion.
Dicha agregacion es mayor para la proteina desglicosilada. Como se puede observar mas

adelante HA.. desglicosilada favorece la formacion de agregados en comparacion con HA

rec.

Un motivo por el cual la electroforesis en gel no permite determinar la migracion de la
proteina es el peso molecular relativo de los glicanos en la proteina es debido a

desviaciones generadas por los glicanos. En primer lugar, pueden evitar que el SDS (la
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molécula que se une a la proteina y le confiere una carga neta negativa) se una de forma
regular en toda la estructura de la proteina. Otra posible interferencia es la contribucion a la
carga neta de la molécula. El interés de usar SDS en condiciones desnaturalizantes es
anular las cargas propias de la particula y conferir una carga neta directamente
proporcional al peso de la proteina. Eso permite que la velocidad de migracion de la
particula en el campo eléctrico sea proporcional al tamafio de la particula. Sin embargo, si
el SDS no esta distribuido de forma homogénea en la proteina, el peso molecular ya no
sera directamente proporcional a la carga de la particula, pudiendo ser menor la velocidad
de migracién, dando la apariencia de un mayor peso molecular. El SDS no se une a los
glicanos, por lo que la estructura conserva su carga original, que aunque normalmente es
neutra llega a interferir con la migracién de la proteina, lo que disminuye la velocidad de
migracion de la proteina en el gel. Sin embargo, el experimento nos permite confirmar que
las glicosilaciones de HA producida en células de insecto siguen presentes y que se

encuentran localizadas en la regién HA, de la proteina.

7.1.2 Analisis de glicanos encontrados en HA por medio de HPLC en fase normal.

Se determind el patron de glicosilacion de HA producida en células de insecto de los
subtipos H1N1-California 2009 y H3N2-Perth 2009. En la Figura 7.3 se muestra el perfil

de elucién de los glicanos en la muestra de H1N1.

Se sabe que el proceso de N-glicosilacion de insectos es diferente al de los mamiferos.
Mientras las N-glicoproteinas humanas contienen estructuras complejas con terminaciones
en acido sialico, las de insectos contienen N-glicosilaciones altas en manosa y

paucimanosa debido a la alta actividad de la enzima hexosaminidasa en el aparato de
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Golgi de las células de insecto.
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Figura 7.3. Perfil de eluciéon de los N-glicanos de HA... de H1N1-California. Se senala el pico de elucién del
estandar interno (maltosa) y las estructuras propuestas obtenidas de acuerdo a la migraciéon de unidades de
glucosa. (simbologia: Cuadrado, N-acetil-glucosamina; circulo, manosa; triangulo, fucosa).

Al analizar el patron de elucion de glicanos en HA obtenidos de H1N1 (figura 7.3) y de
H3N2 (figura 7.4) podemos observar un perfil muy similar al de las HA producidas en

células de insecto (Wang et al, 2006)
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Figura 7.4. Perfil de elucion de los N-glicanos de HA obtenida de H3N2-Perth. Se sefala el pico de elucion del
estandar interno (maltosa) y las estructuras propuestas obtenidas de acuerdo a la migracion de unidades de

glucosa. (simbologia: Cuadrado, N-acetil-glucosamina; circulo, manosa; triangulo, fucosa).

Se utilizé la enzima a-manosidasa que corta los enlaces a —glicosilicos de las

manosas con el fin de confirmar la identidad de los N-glicanos. En el glicano, las
ramificaciones de manosa estan unidas en enlace a, mientras la primera manosa unida a

la N-acetil-glucosamina esta unida con un enlace tipo 3 por lo que el tratamiento con a-
manosidasa elimina todas las manosas ramificadas y s6lo deja el extremo formado por las
dos N-acetil-glucosaminas y la primera manosa. Utilizando esta enzima se puede
determinar con mayor precision si las estructuras encontradas coinciden con las
propuestas, ya que se espera que los picos de elucion donde se encuentran las estructuras
altas en manosa desaparezcan y formen dos picos de elucién que corresponden para las
estructuras de manosa y dos N-acetil-glucosamidas (M1N2) y Manosa, dos N-acetil-
glucosamina y fucosa (M1N2F). No fue requerido el uso de otras glicosidasas para la
identificaciéon de N-glicanos pues todos los glicanos fueron susceptibles a la digestion por

manosidasa.

La figura 7.5 compara la migracion de glicanos de H1N1 con el perfil de elucion posterior

al tratamiento con a-manosidasa. Se puede apreciar como los picos de elucion
propuestos como altos en manosa y el pico de paucimanosa desaparecieron de acuerdo a

lo esperado, asi mismo como la estructura que se suponia un glicano complejo fue digerida

completamente. En el perfil de elucion tratado con a-manosidasa se puede observar la
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aparicion de los productos de digestion, que son las estructuras conformadas por dos N-
acetil-glucosaminas y una manosa (M1N2), y la conformada por dos N-acetil-
glucosaminas, una manosa y una fucosa (M1N2F) Por tal motivo se determin6 que las
estructuras propuestas son las esperadas para el perfil de glicanos de HA. En la tabla 7.1
se resume los resultados obtenidos del analisis de las dos HA donde se puede observar
que HA obtenida tanto de H1N1 como de H3N2 presentan perfiles de glicosilacion

similares, pero con distintas relaciones entre la cantidad de glicanos totales.
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Figura 7.5. Perfil de elucién de HA obtenida de A)H1N1 y B)H3N2 tratada con a-manosidasa. Se
observa la diferencia en la migracion entre el perfil tratado con PNGasa F y manosidasa.

Pico UG Estuctura %H1 % H3
1 Maltosa
2 443 M3N2 8.37 12.84
3 4.9 M3NZF 45.86 20.27
4 5.48 M4M2 13.12 9.82
5 6.22 M5N2 5.6 8.8
[ 7.13 M&N2 8.39 7.56
7 8.06 M7N2 5.9 11.09
8 8.81 M3N2 10.09 9.8
9 9.59 MaN2 2.67 19.82
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H1N1% H3N2%
Paucimanosa 54.23 33.11
Altos en manosa 45.77 66.89
complejos 0 0

Tabla 7.1 Contenido relativo de N-glicanos en HA. Los datos se muestran en porcentaje en relacion
al total de glicanos encontrados en cada muestra. (Simbologia: M, manosa; N, N-acetil-glucosamina;
F, fucosa. El niumero representa la cantidad de glicanos presentes en la estructura. Se considera
glicano complejo a aquel que tiene ramificaciones de glicanos diferentes a manosas. Se considera
glicano alto en manosa al glicano que tiene mas de 3 manosas. Se considera glicano tipo
paucimanosa a aquel que tiene menos de 4 manosas

Se sabe que el perfil de glicosilaciéon puede afectar a la vida media de la proteina en el
torrente sanguineo, la solubilidad de la proteina en el medio, asi como la identificacion por
parte del organismo de las regiones antigénicas de la proteina (Wang et al, 2009). Al
analizar el perfil de glicosilacion de HA de H1N1 y H3N2 podemos notar una diferencia
significativa en la cantidad de paucimanosa entre las dos proteinas. Los glicanos de
paucimanosa son mas pequefos en comparacion con las glicanos altos en manosa. Esto
podria afectar la capacidad inmunogénica de la proteina, ya que se ha observado que
mientras mas pequefios sean los glicanos, la capacidad inmunogénica de la proteina
aumenta (Wang et al; 2009). Esto se debe a que el glicano oculta potenciales epitopos y
evita que sean detectados por el sistema inmune. Por lo tanto un glicano ramificado
protege mejor al sitio antigénico mientras que una estructura pequefia no es tan efectiva

(Cheng et al; 2009)

Ademas, el patron de glicosilacion repercute directamente en el diametro hidrodinamico

de la proteina, pudiendo afectar las interacciones entre proteinas, ya sea estimulando o
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evitando su agregacion. Mas adelante se puede observar que HA obtenida de H3N2
presenta un diametro mayor que HA obtenida de H1N1, probablemente por la diferencia en

el perfil de glicosilacion de la proteina.

7.2 Determinacion del radio hidrodinamico de HA

7.2.1 Determinacion del diametro hidrodinamico de HA.

Para poder estudiar las diferentes formas de HA es necesario contar con una herramienta
robusta que nos permita caracterizar las estructuras formadas. Con este fin se utilizé la

técnica de HPLC con columnas de exclusion en gel.

La cromatografia de exclusion en gel permite separar las diferentes estructuras de la
proteina presentes en una muestra especifica, permitiendo resolver entre el monémero,
trimero o los agregados de HA (Hong et al; 2012) El uso de esta técnica es fundamental
para los posteriores objetivos de ensamblaje de HA, por lo que es necesario la
caracterizacion de la proteina. El RH promedio de HA es de aproximadamente 8.6nm
(obtenido en la presente tesis) (figura 7.6). Sin embargo este puede ser diferente debido al
pH, la temperatura o a los patrones de glicosilacion de la proteina. Asi mismo el hecho que

HA sea una proteina con forma de baston y no globular generara un RH distinto al tedrico.
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7.2 nm

13.
nm

5.3 nm

Figura 7.6 Tamano del trimero de HA. La regién hidrofébica tiene un diametro aproximado de 5.3 nm,
mientras la cabeza globular tiene un diametro de 7.2 nm, el largo total de HA es de 13.5 nm.(Ruigrok et
al; 1988)

En la figura 7.7 se muestra el perfil de elucion para HA de H1N1 y en la tabla 7.3 un
resumen con los radios hidrodinamicos obtenidos. Se pueden observar cuatro diferentes
poblaciones. El pico 1 migré en el volumen vacio de la columna por lo que su tamafio es
mayor a 25nm. Al ser una muestra pura, este pico debe de corresponder a agregados de
HA. El pico 2 presenta un radio hidrodinamico promedio (RHP) de 5.9 nm, un peso
molecular promedio (PMP) de 169 kDa y un indicie de polidispersién de 1, lo que nos indica
que la poblacion esta conformada por trimeros (Remeta et al; 2010) El pico 3 tuvo un RHP
de 4 nm, tiene un PMP de 89 kDa y un IP de 1.18, lo que nos indica que dicha poblacién
esta compuesta de diferentes conformaciones de HA, aparentemente mondmeros en su
mayor composicion. El pico 4 eluyé después del volumen total de la columna. Se determiné

que dicho pico esta compuesto por sales del buffer de corrida. En la tabla 7.3 se muestra
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un resumen de los datos obtenidos por HPLC-SEC para H1N1.

Tabla 7.3 Radio hidrodinamico promedio y porcentaje de la poblacién de los picos obtenidos por

HPLC-SEC para HA de H1N1.

Pico | RH (nm) | Dist. De poblacion | PMP (kDa) | IP
1 >8.7 3.84 .
2 5.9 0.7 169
3 4 95.45 89 1.18
4 - - - -

Perfil de elucion H1
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E Volumen total
S s0 de columna
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o
R « Volumen
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Figura 7.7. Perfil de elucién de HA obtenida de H1N1.

En la figura 7.8, se muestra el perfil de elucion para HA obtenida de H3N2. A diferencia de

la figura 7.7, en HA de H3N2 se observo solo un pico con RHP de 5.2 nm, un PMP de
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142 kDa y un IP de 1, lo que indicaria que esta conformada por una unica poblacién
posiblemente de trimeros. No se observaron agregados en la muestra de H3N2 como
H1N1 y muestra una unica poblacion. Las diferencias de N-glicosilacion lo que podrian
explicar la ausencia de agregados ya que la N-glicosilacion también participa en la

solubilidad de la proteina.

Perfil de elucion de H3
2490
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UF (280/350 nm)

490

-10
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
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Figura 7.8. Perfil de elucion de HA obtenida de H3N2. El tiempo de eluciéon de Ha fue de 6.2 min y el volumen de
elucién fue de 2.48 ml.

Como se discutié en el punto 7.1, la mayoria de las glicosilaciones se encuentran en la
region de H; la cual contiene la region hidrofébica embebida en la membrana viral. Ademas
de esto, Hs cuenta con la cabeza globular y la region de contacto con los receptores de la
célula a infectar (Wilson y Cox, 1990) En HA, los sitios altamente conservados de N-

glicosilacién sirven principalmente para dar estabilidad y un correcto plegamiento de HA
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debido a que la glicosilacion es un marcador para la célula de que la proteina ha sido
correctamente plegada y ademas proporciona rigidez a la estructura, lo que impide que se
despliegue facilmente ante las presiones del medio, por lo que se esperaria que un cambio
en el patron de glicosilacion cambie la estructura cuaternaria de HA. Con base en esto, se
propone una relacion entre las diferencias de glicosilacion y la formacion de agregados: si
HA tiene un porcentaje relativo de glicanos que ocupan un gran volumen en comparacién a
otros glicanos, como seria en el caso de ramificaciones altas en manosa, las
interacciones de las regiones hidrofébicas son menores puesto que hay menor area de
contacto y existe un impedimento fisico y la tendencia a agregarse disminuye. Ademas de
que hay un aumento del RH de la proteina debido al volumen ocupado por los glicanos. Sin
embargo, mientras una HA cuyo volumen espacial relativo de glicanos es menor, como en
el caso de los glicanos paucimanosa, existe una mayor area de interaccion entre las
regiones hidrofébicas de la proteina, una mayor flexibilidad y movimiento de la estructura
interna y un menor RH, puesto que los glicanos ocupan menos volumen. Una forma de
comprobar si existe correlacion entre la estructura de HA y la glicosilacion consiste en
desglicosilar la proteina y exponerla a distintas situaciones ambientales y comparar los
cambios con la proteina recombinante. Los resultados de dicho experimento seran

expuestos en los siguientes apartados de la presente tesis.
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7.3 Estabilidad y formacion de estructuras de HA a diferentes temperaturas.
7.3.1 Comportamiento de HA . y desglicosilada a diferentes temperaturas

El plegamiento de las proteinas y su estructura tridimensional representan el estado
mas estable que la proteina toma a cierta temperatura y pH. Cuando se habla de
estabilidad de una estructura proteica, se esta refiriendo al estado en el que la energia para
mantener la estructura es la menor en comparacion a otras posibles conformaciones que
pudiera tomar la misma proteina. Esto se puede observar en conformaciones con regiones
hidrofébicas en ambientes acuosos que tienden a formar micelas que permitan aislar la
region hidrofébica que esta siendo repelida en el ambiente acuoso y que interactua con
otras regiones hidrofobicas (Nicholls et al; 1991). El pH de la solucion en la que se
encuentra la proteina cambia la carga neta de los aminoacidos que la conforman y llegar a
romper interacciones entre las cadenas y generar nuevas estructuras que pueden ser no
funcionales (Date and Dominy; 2012) De la misma forma, la temperatura es una medida
del movimiento interno de las moléculas, por lo que al aumentar el movimiento de las
particulas la temperatura tiende a incrementarse, reduciendo las interacciones entre las
moléculas de la proteina lo que genera un cambio conformacional en la estructura que

afecta sus funciones (Baldwin, 1986)

La N-glicosilacion puede afecta la estabilidad de las proteinas(Palomares et al, 2004)
su solubilidad y su vida media en el paciente (Butler; 2005). Al considerar una solucién
acuosa donde hay una sustancia hidrofdbica, el equilibrio de dicha interacciéon esta dado
por la entropia del sistema debido a que el cambio de entalpia es igual a 0 (no hay

reaccion ni formacion de puentes de hidrégeno) y la presencia de las particulas
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hidrofobicas tienden a ordenar a las particulas de agua a su alrededor. En la ecuacion 2 se
define la energia de Gibbs con base en la entalpia, temperatura y entropia y como se ve
afectada cuando el cambio de entalpia es igual a 0.

AG =AH - TAS Eq. 2
AG = -TAS

Donde AG es el cambio de energia de Gibbs en Julios, AH es el cambio de entalpia en
Julios, T es la temperatura del sistema en °K, y AS es el cambio de entropia en Julios/°K.
En el equilibrio el AG debe ser igual a 0. En la interaccion entre el agua y una sustancia
hidrofébica el AG se ve afectado por la temperatura y el AS. Un cambio en la entropia esta
en funcion de cuanta energia no puede transformarse en trabajo y esta relacionada con el
calor perdido (Julios) y la temperatura (Smith et al; 2000) Normalmente las proteinas se
encuentran en medios acuosos lo que hace que las interacciones hidrofébicas sean un
factor importante en su correcto plegamiento, por lo que el cambio en la entropia y en la
temperatura tienen un fuerte efecto en dicho plegamiento (Balwin, 1986) Como se
menciono anteriormente HA es una proteina rica en regiones hidrofobicas (que en el virus
interactuan con la membrana lipidica de la capside) por lo que se esperaria que al
aumentar la temperatura esta tienda a formar agregados (Schellman; 1997) La N-
glicosilacion aumenta la solubilidad de la proteina y al menos un sitio de N-glicosilacion se
encuentra en la region hidrofébica de la proteina, o que puede ocultar dicha zona. Por tal
motivo puede esperarse que la proteina tendra una tendencia a la agregacién distinta en

presencia o ausencia de la N-glicosilaciéon (Ceriotti et al; 1998)

Para la observacion de los cambios en HA se plante6 la medicion del diametro
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hidrodinamico (DH) de la proteina utilizando la técnica de dispersion dinamica de luz. Esta
técnica se basa en que las particulas en solucion dispersan la luz . El movimiento de la
particula en la solucion esta en funcion de su difusién y del movimiento browniano, por lo

gue matematicamente puede medirse el RH utilizando la ecuacion de Stokes-Einstein:

RH=-_ Eq.3

3DnII

Donde RH es radio hidrodinamico (nm), k es la constante de Boltzman (J/K°), n es la
viscosidad del medio (kg/(s m), D es el coeficiente de difusion traslacional (nm?/s) y 1T es
un numero irracional que relaciona la circunferencia y el diametro y tiene valor de

3.141592.

Conforme va avanzando el tiempo, la correlacion de intensidad comienza a decrecer
debido a que las moléculas se van moviendo del sitio inicial; dicho decremento en la
correlacion de la intensidad debida al movimiento browniano esta relacionado con el
coeficiente de difusion traslacional de la molécula en el solvente. El programa calcula el
coeficiente de difusion traslacional y utilizando la ecuacion de Stokes-Einstein calcula el DH
promedio de la particula. A diferentes tamanos de particula, las fluctuaciones de la
dispersion de luz son diferentes, lo que permite medir el DH de una mezcla de moléculas y

medir el tamafio de particulas que se encuentran en la mezcla.

Utilizando el equipo de dispersion de luz Zetasizer Nano de Malvern se midié el DH
tanto de HA... como desglicosilada y se compardé su DH a diferentes temperaturas. Se
consideré como proteina agregada toda aquella particula cuyo DH fuera mayor a 30 nm. Ya

que por dispersiéon dinamica de luz se determiné que el DH del trimero de HA... es de 15
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nm a 20°C y de HA desglicosilada es de 10 nm y se obtuvo el porcentaje de proteina

agregada relativo al total de proteina presente en la muestra.

En la figura 7.9 se puede observar que la proteina recombinante mantiene un tamafio
constante en la distribucion de su poblacion hasta los 45°C, mientras HA desglicosilada
muestra una ligera disminucién en el diametro promedio en el rango de 20°C a 35°C.

Posterior a los 45°C comienza la formacion de agregados.

10000
1000

100
==ll== desglicosilada

=g nativa

(nm)

10

0 10 20 30 40 50 60 70

Temperatura (C°)

Diametro hidrodinamico promedic

Figura 7.9. Variacién del diametro hidrodinamico promedio de HA,.. y HA.. desglicosilada a diferentes
temperaturas. Se utiliz6 muestras de H1N1. Los resultados mostrados son el promedio de 3 diferentes

muestras con 3 repeticiones para cada muestra.

En un inicio se consideré que la agregacion de HA tanto recombinante como
desglicosilada seguia un modelo similar al de Lumry-Eyring de agregacién (Weiss ent al;
2008) Sin embargo no se pudo observar la presencia de intermediarios en el proceso de
agregacion. Se ajustaron los datos a una ecuacion exponencial que permita predecir la
agregacion con respecto a la temperatura. Se propone que el cambio en el porcentaje de

agregacion con respecto a la temperatura puede ajustarse a una ecuacion de primer orden
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a partir de los 35°C, dada por:

_:KaA A:AoeKa*T Eq' 4

Donde el cambio de agregacién con respecto a la temperatura es igual a una
constante de agregacion Ka (1/C°) por la concentracion de agregados A a cada
temperatura. Cuando se integra dicha ecuacion queda definido que la concentracion de
agregados a una temperatura es igual a la concentracion de agregados iniciales A, por el
producto de la funcién exponencial de la constante Ka por la temperatura. El ajuste de

datos a la ecuacidon se muestra en la figura 7.10.
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Figura 7.10. Comportamiento de H1N1 recombinante y desglicosilada a diferentes T°. La linea

continua indica la prediccion de la ecuacion, los cuadrados indican los puntos experimentales. El
porcentaje de agregacion se calculé sumando el total de agregados con un DH mayor a 40 nm
Al determinar que la agregacion por temperatura sigue una ecuacion diferencial de

primer orden indica que la cantidad de agregados iniciales es un factor determinante para

la consecuente formacién de agregados conforme la temperatura aumenta (Weiss et al;
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2010) En la ecuacién Ka indica que tan susceptible a agregarse es H1N1 remarcando que

el cambio de agregacion es con respecto a la temperatura.

En la tabla 7.4 se muestra una tabla con los valores calculados y el valor de la
temperatura de agregacion (Ta) la cual se define como la temperatura a la que la mitad de
la poblacion se encuentra agregada y se utiliza con la intension de ser una medida de

comparacién analoga a la temperatura de fusién (Tm).

Tabla 7.4 Valores de Ia constantes para la agregacion de H1N1 a diferentes temperaturas.

Ecuacion de la atlrE{lacién {Ielmmliente de T°

Ao (Magregacion) 8.3 0.98
Ka {1/°C) 0.09 0.083
Ta (°C) 58 51

Kissmann et al; reportaron en 2011 que a pH 7 las particulas pseudovirales de
influenza formadas por HA y NA comienzan a agregarse a temperaturas mayores de los
58°C, mientras que Remeta y colaboradores (2010) demostraron que para HA asociada
en rosetas la temperatura a la que comenzaba a haber cambios en la estructura
cuaternaria de la proteina era de 60°C Esto concuerda con los datos observados por DLS
donde la Ta es de 58°C para HA... En el caso de nuestro estudio el detergente que se
encuentra en el buffer evita que las regiones hidrofébicas de HA interactuen entre si,
escondiéndolas. A temperaturas altas HA comienza a perder su conformacién estructural y
expone regiones que antes estaban embebidas en el cuerpo de la proteina por lo tanto las
regiones hidrofdbicas vuelven a estar libres para interaccionar entre ellas, lo que provoca

agregacion. Al mismo tiempo, el movimiento de la particulas en el medio a mayores

66



temperaturas aumenta las posibilidades de contacto e interaccidén entre las proteinas. Por

tal motivo a mayores temperaturas podemos observar un incremento en la agregacion.

La agregacion a la temperatura de HA se ve afectada por la N-glicosilacion, hecho
que se puede comprobar al comparar las Ta. La Ta de la proteina recombinante fue mayor

que la proteina desglicosilada demostrando una mayor resistencia a la agregacion.

En la figura 7.11 se muestran los sitios posibles de N-glicosilacion para HA de H1N1
California 2009. Se puede observar que existe un sitio de glicosilaciéon cercano al sitio de
unién entre la subunidad HA; y HA..Dicha union esta formada por un puente disulfuro, el
cual en presencia de agentes reductores puede verse reducido y a temperaturas altas
puede llegar a romperse. Los grupos tiol que forman los puentes disulfuro se comportan de
manera similar a los grupos OH presentes en los glicanos, lo que puede generar que los
ataques en contra del puente disulfuro se vean protegidos por el glicano al reaccionar de
manera similar que el grupo tiol (Tanto el oxigeno como el azufre se encuentran en la
mismo grupo de la tabla periddica y los mecanismos de reaccién de los grupos tiol son
analogos a los del grupo hidroxilo) (Koritzinsky et al; 2013) Ademas de esto, el glicano
genera un impedimento estérico que evita la exposicion del puente disulfuro favoreciendo
la estabilidad de la proteina(Sola y Griebenow; 2009) Asi mismo el glicano da rigidez a la
estructura de la proteina, evitando que esta se despliegue y se pueda romper el puente
disulfuro. Del mismo modo, los glicanos pueden generar un impedimento estérico que
evite la interaccion entre las regiones con carga de la proteina evitando la formacion de

puentes de hidrogeno o la interaccion entre las regiones hidrofébicas de la proteina.
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Figura 7.11. Sitios posibles de N-glicosilacion de H1 California. Se muestra la region troncal (azul) la
region globular (morado) tomado de Ge et al; 2010.

Con el fin de comparar la estabilidad de HA se propuso el calculo de la energia de
Gibbs como variable de comparacion de la estabilidad entre HA.. y glicosilada. Para el
célculo del cambio de la energia de Gibbs ( AG) se dejo equilibrar cada muestra a la
temperatura experimental por 10 minutos cuando no se observd cambio en la
concentracion de agregados y se supuso que la reaccién (siendo la proteina sin agregar el
reactivo y la proteina agregada el producto) llegaba al equilibrio aunque podria haber otros
cambios a escalar mayores de tiempo. En el equilibrio se puede calcular la k  de la
reaccion y con ella se puede realizar el calculo de AG. . Se consideré como AG%el AG de la
reaccion de agregacion de HA.c a 25°C y se considerando que AG° es la misma tanto para
la proteina recombinante como la desglicosilada puesto que a esa temperatura el
comportamiento de HA es similar para las dos condiciones, como se observo en la figura

7.10. La ecuacion del cambio de energia de Gibbs es:
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AG=AG" -RTIn(keq) k= Productos
“ Reactivos

Donde R es la constante de gas ideal (J/mol°K); T, temperatura absoluta (°K) y keq €S la
constante de equilibrio (adimensional) En la figura 7.12 se puede observar el cambio de la
energia de Gibbs con respecto a la temperatura. El sentido y la magnitud de la energia de
Gibbs nos permite determinar si la reaccion ocurre de manera espontanea ( AG negativo) o
si se requiere agregar energia para que se lleve acabo la reaccion ( AG positivo). En la
figura 7.12 podemos observar que la reaccion de agregacion de HA desglicosilada no es
favorable en el rango de 5°C a 35°C, incluso se puede observar un incremento en la AG
debido a la disminucion en el RHP de la HA desglicosilada durante ese rango de
temperatura. A partir de los 40°C se observa una caida en el AG hasta valores negativos,
indicando que a partir de esa temperatura la formacion de agregados es espontanea.
HA..c se mantuvo estable hasta los 45°C, donde se ve una menor AG que favorece a la
formacion de agregados. La agregacién de HA«.. es independiente de la temperatura en
el rango de 5°C a 35°C, mientras que la agregacion de HA glicosilada es dependiente de la
temperatura en ese mismo rango. A partir de los 45°C la reaccion de HA desglicosilada
tiene una caida importante en su AG, llegando a los 65°C a ser negativo. De igual forma,
HA..c. muestra una caida en su AG pero esta no es tan pronunciada como la de HA
desglicosilada y su valor final es mas cercano a 0 en comparacion a la desglicosilada.
Remeta et al; 2001 reporta que la temperatura en la que observa agregacién de HA es a

partir 63.5°C, mientras Kissmann et al; reporta una temperatura de agregacion a partir de
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los 55°C para particulas pseudovirales formadas por HA'y NA. Luykx et al; reportd que la
temperatura de agregacion para tres diferentes cepas de HA (B/Guangdong, A/New
Caledonia and A/Panama) es de 60°C. Esta comparativa indica que los valores obtenidos
de estabilidad a temperatura para HA.. son similares a los anteriormente reportados en la
literatura. Sin embargo, hasta diciembre de 2012 no se habian encontrado reportes sobre
la estabilidad de HA desglicosilada, sin embargo Wang et al; 1996 reporté que al remover
los glicanos de varias proteinas glicosiladas la temperatura de desnaturalizacion disminuia
con respecto a su estado nativo; lo que va en concordancia con lo observado en el

presente trabajo.
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Figura 7.12. Grafica del cambio de energia de Gibbs H1...y H1 desglicosilada con respecto a la

temperatura.

El hecho de que a temperaturas menores a 35°C HA desglicosilada muestre un
incremento en su AG es debido a que la proteina a esa temperatura no es propensa a

formar agregados dentro del rango de tiempo en que se realizé la medicién. Se observd
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también que tanto para la proteina recombinante como desglicosilada la agregacion
provocada por temperatura es irreversible (apendice A2). Finalmente el comportamiento
de HA.: indica que es mas estable a los cambios de temperatura que su homodloga
desglicosilada. Sola y Griebenow; 2009 establecen que el efecto protector de los glicanos
en la proteina es debido a que reduce su movilidad estructural y que el tamafio de la
ramificacion del glicano puede desestabilizar las formas desnaturalizadas de la proteina
(Sola y Griebenow; 2006) Esto ultimo puede observarse en la AG y en la variacion del RHP

de la HAc, mostrando valores constantes durante un amplio rango de temperatura.

7.3.2 Comportamiento de HA.. y desglicosilada a temperatura constante y diferentes

tiempos.

Se determind cémo el estado de agregaciéon de HA varia a lo largo del tiempo y que tan
importante es el efecto de la glicosilacion en la estabilidad de la proteina. Para esto se
comparo el cambio de DH de la proteina recombinante y desglicosilada almacenada en las
mismas condiciones a 4°C durante una semana. Las mediciones se realizaron a 20°C
(temperatura ambiental) y se observd el cambio de la distribucion de tamano de la

poblacion.

En la figura 7.13 y 7.14 se muestra la estabilidad a 4°C de H1N1 recombinante y
desglicosilada. En la figura 7.13 se muestra como HA desglicosilada tuvo un cambio en el
DH que indica agregacion de la proteina. Dicho efecto se vio a la semana de haber sido

removidos los glicanos, lo que indica que la glicosilacion es necesaria para la estabilidad
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de la proteina en almacenamiento y para su conservacion por periodos largos de tiempo.

QDistribucion de la poblacion de HA desglicosliada
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Figura 7.13. Comparacién de la poblacién de H1N1 desglicosilada almacenada a 4°C durante 6 dias.

Se muestra el cambio de tamano del promedio de 3 diferentes muestras.

En la figura 7.14 se muestra como HA«. es altamente estable en refrigeracion. A 4°C no
presentd un cambio significativo con respecto a su DH y a la distribucion de poblacion
después de 90 dias de almacenamiento. No mostré agregacion o una disminucion de su

DH que podria indicar que los trimeros se hayan disociado.

Yannarell et al; 2002 reporta que la estabilidad de la hemaglutinina en el virus de la
influenza a -20°C es de un ano, asi mismo las companas que comercializan HA
recomiendan su almacenaje a -20°C. Hasta diciembre de 2012 no se encontrdé ningun

reporte sobre la estabilidad de HA a 4°C
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Figura 7.14 Comparacién de la poblaciéon de H1N1 recombinante almacenada a 4°C durante 90 dias.
La medicion se realizé con 3 diferentes muestras y se grafica el promedio. El IP de la poblacién fue de

1.

7.4 Estabilidad y formacion de estructuras de HA a diferentes pH.

7.4.1 Comportamiento de HA«. y desglicosilada a diferentes pH

El valor de pH afecta directamente la ionizacion de los solutos en la solucion, lo que
genera un efecto directo en la carga de dicho soluto. En las proteinas el pH afecta
directamente la carga neta de los aminoacidos que la conforman dependiendo del pKa de
sSus grupos ionizables: el extremo carboxilo, el extremo amino y su cadena lateral (Voet et
al; 2007) En una cadena peptidica, es la cadena lateral la que mayor peso tiene en la
carga de la proteina, puesto que los grupos carboxilos y amino estan formando parte del
enlace peptidico excepto en los aminoacidos al inicio y final de la cadena. Al pH en que la
proteina tiene el mismo numero de grupos ionizables cargados de forma positiva y de

forma negativa se le conoce como punto Isoeléctrico (pl) En el pl la proteina tiene una
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carga neta de 0. Por debajo del pl la proteina se considera cargada positivamente y por
arriba del pl la proteina esta cargada de forma negativa (Voet et al; 2007) En la proteina,
un aminodacido puede ver afectado su comportamiento de ionizacion por influencia de otros
aminoacidos que tenga a su alrededor, lo que hace dificil predecir el pl de una proteina.
Para HA se ha reportado un pl tedrico de 6.3. Otro punto importante a recordar es que HA
sufre de cambios conformacionales a pH acido que exponen un bolsillo hidrofébico que
sirve de union con la membrana del endosoma, lo que permite esperar un menor

estabilidad de HA a condiciones acidas debido a la exposicion de zonas hidrofébicas.

En la figura 7.15 se puede observar el efecto del pH en el diametro hidrodinamico de HA
A diferencia de la temperatura, la agregacién provocada por pH no es inmediata, sino que
requiere de un tiempo mucho mayor para agregarse por completo. En la figura 7.15 se

puede observar que la proteina se agregé a pH diferente a 6.8 después de 3 dias
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Figura 7.15. Distribucién de la poblacion de HA,.. H1N1 a diferentes pH y efecto del tiempo en la
agregacion de la proteina. A) HA,.. de H1IN1 a 1 hr de incubacioén. B) HA,.. a 3 dias de incubacion.

Todas las poblaciones muestran un IP de 1.

Con el fin de determinar si la agregacion es reversible se cambio el buffer a las muestras
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agregadas para llevar de nuevo el pH a 6.8. En la figura 7.16 se puede observar la
distribucion de la poblacion de HA a los 4 dias después de un cambio de buffer. Se sonicé
por un segundo con tres pulsaciones sin poder observar un cambio significativo en la
distribucion de la poblacién. La proteina se mantuvo agregada, esto indica que en las
condiciones analizadas, la proteina permanece agregada y posiblemente el proceso sea
irreversible, esto en base a lo reportado por Skehel y Willey ;2000 y Earp et al; 2005 que

reportan que los cambios por pH acido en HA son irreversibles.
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Figura 7.16. Distribuciéon de poblacién para HA... de H1N1 después del proceso de agregaciéon por pH.
Las muestras fueron de devueltas a pH de 6.8 e incubadas por tres dias para posteriormente ser

sonicadas por un segundo. No se observo diferencia en el tamano de la poblacién.

En la figura 7.17 se muestra el efecto del pH en la HA desglicosilada. El efecto del pH en la
agregacion de HA inici6é a la hora de medicién llegando a estar totalmente agregada a los 3
dias. Primeramente es de notar que la proteina desglicosilada se agrega un dia antes que

la proteina recombinante.
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Figura 7.17 Distribucion de la poblaciéon de HA desglicosilada de H1N1 a diferentes pH y efecto del

tiempo en la agregacion de la proteina. A) HA a 1 h de incubacién. B) HA a 3 dias de incubacion

Para determinar si la agregacion de HA desglicosilada es reversible, se realiz6 una vez
mas el proceso de cambio de buffer a 6.8 y sonicacion de tres pulsaciones por un
segundo. En la figura 7.18 puede observarse que no hubo un cambio significativo en la
distribucion de la poblacion de HA desglicosilada después del cambio de buffer y
sonicacioén. Esto indica que probablemente se estan formando enlaces covalentes entre la
proteina ya que los agregados son estables. Sin embargo por medio de la técnica de DLS
no se puede conocer la morfologia de los agregados formados ni el tipo de interaccion que

se esta dando durante el proceso de agregacion.

Se calculd el cambio de energia de Gibbs al final de la reaccién de agregacion para
determinar la estabilidad de HA en términos comparables. Para HA.. se calcul6 la energia
de Gibbs en el cuarto dia, mientras que para HA desglicosilada se calcul6 la energia de
Gibbs en el tercer dia. Con respecto a este calculo, es importante remarcar que para la
proteina desglicosilada a pH 3 no se incluyé el calculo del AG debido a que se encontraba

completamente agregada en el tercer dia.

76



Volumen (porcentaje)
oo

0.1 1 10 100 1000 10000

Diametro hidrodinamico (nm)

Figura 7.18. Distribucion de poblaciéon de HA desglicosilada después de la agregacién por pH e
incubacion por 3 dias en buffer a pH 6.8 y sonicacién. No diferencia significativa se observa entre la

figura 7.18 y 7.17 B.

En la figura 7.19 se puede observar el efecto del pH en el AG de agregacion de HA tanto
recombinante como desglicosilada. En primera instancia pareceria que a pH basico HA es
mas proclive a formar agregados, sin embargo hay que recordar que a pH 3 el valor del
AG no pudo calcularse, puesto que HA esta completamente agregada. Se observa que a
pH de 6.8 la proteina recombinante y desglicosilada tienen su maxima estabilidad,
mientras a pH bajos la proteina se muestra inestable. Esto puede explicarse por el
comportamiento tipico de HA a pH acido, donde sufre un cambio conformacional.(Skehel y
Willey; 2000) Se sabe que los aminoacidos cercanos al péptido de unidon a membrana son
susceptibles al pH y que funcionen como sensores y activadores del cambio
conformacional de HA (Langley et al; 2009) Este paso es vital para la infeccion y
selectividad de HA. Chang y colaboradores (2009) observaron una correlacién entre la
glicosilacion de HA y su capacidad de infeccion. Conforme HA muestra menor tamafo en

sus N-glicosilaciones, su infectividad aumenta. Con base a esto se puede suponer que la
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N-glicosilacion de HA tiene impacto en el cambio conformacional durante el proceso de
infeccion, ya sea restringiendo en cierta medida el movimiento del extremo N-terminal de
HA el cual tiene que abrirse para exponer a region de unién con la membrana del huesped
u ocultando las regiones hidréfobicas que facilitan la union de HA con la membrana celular.
(Kawaoka y Webster; 1989) Del mismo modo la estabilidad dada por las glicosilaciones a
HA reducen su capacidad inmunogénica al reducir la capacidad de identificacion de las
células presentadoras de antigeno ya que los glicanos protegen epitopos y dan solubilidad
a la proteina (Wagner et al, 2007), Por tal motivo se podria suponer que al eliminar los
glicanos de HA la capacidad inmunogénica se veria aumentada ( Vigerust et al; 2007) sin

embargo, la carencia de glicanos en la proteina reduciria la vida en anaquel de la vacuna.
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Figura 7.19 Energia de Gibbs para el proceso de agregacion a diferentes pH para HA de H1N1 a
temperatura constante. Para la proteina desglicosilada no es posible calcular el valor a pH 3 debido a
la agregaciéon completa de Ila proteina a ese pH. Los valores muestran que la reaccion es favorable a

formar agregados a pH distintos de 6.8.

7.4.2 Cinética de agregacion de HAr. y desglicosilada a diferentes pH.
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Se realizaron mediciones cada 24 horas del cambio de tamafio de HA . y desglicosilada y
con base en esto se ajustd una ecuacidn que permita describir y predecir la agregacion
de HA en funcion del pH y del tiempo. En un inicio se penso que los resultados obtenidos
podian ser descritos por la ecuacion propuesta por el modelo de agregacién de Lumry-
Eyring (Weiss et al; 2008) sin embargo se decidio finalmente por una ecuacién diferencial
de primer orden donde la agregacion de HA.. es dependiente de la concentracion inicial de

los agregados de la proteina.

El comportamiento de agregacion de HA a diferentes pH con respecto al tiempo quedo

definido como:

dA
E:Aka A:Aoeka*t Eq 6

Donde el cambio de agregacion con respecto al tiempo esta dado por la velocidad
especifica de agregacion ka y la agregacion A (porcentaje de volumen de muestra) en
cada tiempo. Al integrar la ecuacion se obtiene que la agregacion a un tiempo t, es igual a
la concentracion de agregados inicial y la agregaciéon es exponencial con respecto al
tiempo. Para el ajuste de la ecuacion se omitié los puntos al final de la cinética donde la
proteina habia llegado por completo a la agregacidon pues se considerd que la reaccidn
habia terminado (Weiss et al; 2008) Los resultados se muestran en la figura 7.20 y los

valores de la ecuacioén en la tabla 7.5

Al comparar el comportamiento de HA.. de H1N1 se nota que es similar al observado
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anteriormente para la agregacion con respecto a la temperatura, con la particularidad de
que el modelo presente es un modelo cinético, por lo que la constante ka es una constante
de velocidad especifica de agregacion, mientras la constante de temperatura Ka indica el
efecto de la temperatura en HA. Para el ajuste matematico se consideré la fraccién de
proteina que se iba agregando contra la fraccion de proteina que se mantenia en su estado
nativo, que segun Weiss y colaboradores (2008) es la forma mas simple de hacer los

calculos.
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Figura 7.20. Cinética de agregacion de HA,.. de H1N1 incubada a diferentes pH. Los puntos muestran
el promedio de los datos experimentales de 3 repeticiones con 3 diferentes muestras. La linea
continua es el comportamiento generado por la ecuacién matematica. A pH de 6.8, HA,.. se mantiene

sin cambio.
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Tabla 7.5. Parametros de la ecuacion 6. para la velocidad de agregacion para HA,.. a distintos pH

Ecuacion de Agregacion de

rimer orden

Ao {% volumen) 9.2 8.3 12.36 6.91
ka {1/hr} 0.037 0.048 0.037 0.088
R*2 0.94 0.96 0.98 0.98

La constante ka permite la comparacion del efecto del pH en la cinética de agregacion.
Mientras mayor sea ka mayor sera el efecto del pH en la velocidad de agregacion. El pH
afecta a la proteina modificando el estado de protonacion de los aminoacidos. Este
cambio genera la ruptura y/o formacion de puentes de hidrégeno que son importantes en
la estructura secundaria y terciaria de la proteina, modifica los puentes salinos y genera
repulsion entre regiones de la proteina que antes interaccionaban. En el péptido de fusién
de HA el aminoacido glicina se encuentra en una alta proporcion (Cross et al; 2009) Sin
embargo en el rango de pH en que se realizaron los estudios la glicina no se ve afectada.
Otros aminoacidos que se encuentran presentes en el péptido de fusion son Asp (pKa
3.8), Glu (pKa 4.3) e His (pKa 6) cuyas cadenas laterales se ve afectadas en el rango de
pH donde se realizé el estudio. A pH cercano a 3, estos aminoacidos se encuentran
totalmente protonados y tienen carga positiva. A pH de 8 el efecto es el contrario, los tres
aminoacidos estan desprotonados y tienen carga negativa. En el rango de 4 a 6 la
protonacién de los aminoacidos varia. Remeta et al; (2002) observaron que la estructura
secundaria de HA no cambia con respecto al pH en el rango de 3.5 a 7.5, sin embargo

existe un cambio irreversible en la estructura terciaria. Del mismo modo se reporté que la
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estabilidad de HA disminuye a pH acidos siendo cerca de 5.4 donde HA experimenta una
mayor inestabilidad en su estructura Kawaoka y Webster (1989) reportaron que se exponen
regiones hidréfobicas conforme el pH va disminuyendo lo que favorece el proceso de
agregacion. La exposicidén de las regiones hidrofobicas explica el porque la proteina tiende
a agregarse completamente a pH acidos. Los datos reportados por Kissmann et al; 2010
para particulas pseudovirales formadas de NA y HA indican que estas particulas son mas
estables a pH 8 que a pH acidos (Kissmann et al; 2010) lo cual contrasta con lo reportado
en esta tesis donde la mayor velocidad especifica de agregacién para HA es a pH 8. Choi
et al; (2006) con base en modelos computacionales y dinamica molecular determinaron que
HA esta menos ionizada a pH cercanos a 8 que a pH acidos, asi mismo el pH de 8
favorece una estructura tipo baston mientras que a pH acido la estructura tiende a abrirse
por la repulsion de cargas en la region troncal de la proteina. (Choi et al; 2006) La
disminucién de la ionizacion de HA disminuye la solubilidad de la proteina en el medio, lo
que favorece que la agregacion sea mas rapida, disminuyen las interacciones dipolo y las
interacciones hidrofébicas tienden a tomar una mayor importancia en la velocidad de
agregacion de HA. Al observar las diferencias en la AG de agregacion para cada pH de
la proteina recombinante, se observa que a pH de 8 la reaccion de agregacion es mas

favorable que a otros pH en el estudio.

Para HA desglicosilada se plante6 en un inicio que la agregacion seguiria el mismo
comportamiento que HA... Sin embargo al observar los resultados se determind que el
comportamiento de HA desglicosilada no podia ser descrito de la misma forma que el de

HA.c. Se propuso que el cambio de la concentracion de agregados con respecto al tiempo
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no era funcion de la concentracién de agregados, sino que era constante para cada tiempo.

Por tal motivo se ajusto una ecuacion de orden O para describir la cinética de agregacion:

‘;—f=ka A=kaxt+ Ao Eq.7

donde el cambio de agregacion con respecto al tiempo es funcion de la velocidad de
agregacion ka y al integrar dicha ecuacion se obtiene que la agregacién a un tiempo t

depende de la constante ka.

En la figura 7.21 se muestra la cinética de agregacién de HA desglicosilada y en la tabla

7.6 se muestran los valores numéricos del modelo lineal.
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Figura 7.21. Cinética de agregacion de HA desglicoslada de H1N1 incubada a diferentes pH. Los
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puntos muestran el promedio de los datos experimentales de 3 repeticiones con 3 diferentes
muestras. La linea continua es el comportamiento generado por la ecuacién matematica. A pH de 6.8,

HA desglicosilada se agrega a una velocidad menor que el resto.

Tabla 7.6. Parametros de la ecuacion 7. para la velocidad de agregacion para HA desglicosilada a

distintos pH

Ecuacion de orden 0 para la agregacion de HA desglicosiladal

ka (%oagr /hr) 2.05 1.6 0.93 1.08 1.35
Ao ' agr) 33.97 40.8 a1 16.81 439
R~2 0.98 0.98 0.98 0.99 0.99

Una forma de explicar la diferencia entre los resultados obtenidos en la cinética de
agregacion de HA.. y desglicosilada es la formacién de nucleos de agregacion que
promueven la formacion de nuevos agregados. Los agregados de HA.. promueven la
formacion de nuevos agregados lo que provoca que al aumentar la agregacién en el medio
también se incremente la velocidad. Caso contrario ocurre con HA desglicosilada, donde la
velocidad de agregacién es independiente de la cantidad de agregados. Si se compara la
constante de agregacién ka se puede observar que la velocidad menor de agregacion se
obtuvo a pH 5.7, tanto para HA... como HA desglicosilada, asi mismo se observo la mayor
cantidad de agregados iniciales a ese pH. Sin embargo, a diferencia de HA ., existe una
diferencia importante alos pH 3 y 8 indicando que HA desglicosilada es mas susceptible
a agregarse a pH &acido que HA... La velocidad de agregacion de HA desglicosilada se

redujo conforme el pH se acerca a 5.7 y posteriormente vuelve a aumentar. Este
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comportamiento de la velocidad de agregacion parece indicar que el pl de la proteina esta
cerca de 5.7. Esto puede apreciarse debido a que la proteina sin carga neta tendra a
interactuar menos con el resto de particulas neutras, que una particula parcialmente
cargada y por lo tanto sera mas susceptible a la agregacion. Reed et al; 2009 reportan que
entre 5.5 y 6 HA presenta cambios conformacionales que exponen el péptido de fusion
para unirse al huésped y que este paso es esencial para la infectividad del virus. Panahi y
Feig (2009) reportan que HA tiene un cambio de conformacion en su estructura secundaria
cuando el pH cambia de 7.4 a 5, lo que permite que HA se pueda fusionar con membranas
lipidicas. Wang et al; (2009) reporté que HA disminuye su capacidad infectiva al aumentar
el tamafio y cantidad de N-glicosilaciones, Mientras Vigerust et al; (2007) reporté que la N-
glicosilacion puede afectar el proceso de corte proteolitico de HA y reduce la movilidad de
la estructura de HA. Al observar los diferentes comportamientos en la agregacion de HA .. y
HA desglicosilada y compararlo con el efecto de la N-glicosilacion en el proceso de
infeccidn, es posible suponer que las N-glicosilaciones aporten rigidez al trimero de HA lo
que limita la exposicion de regiones hidrofébicas reduciendo la capacidad infectiva de HA

en el virus, y su predisposicion a agregarse en HA recombinante.

Las cinéticas que se pueden ajustar a una ecuacion de primer orden pueden corresponder
a dos tipos diferentes de agregacion: Agregacion limitada por desnaturalizacion de la
proteina o agregacion por nucleacion (Weiss et al; 2008) En el primer caso el modelo de
agregacion indica que la desnaturalizacién de la proteina es mas rapida que su correcto
plegamiento lo que promueve que la proteina desnaturalizada forme el agregado en vez de

que recobrar su forma nativa. Para la agregacion por nucleacion se entiende que la
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formacion de nucleos promueve la agregacién de proteina. En este modelo los pasos
limitantes son tanto la formacion de nucleos como el crecimiento de estos (Weiss et al;
2008). En el caso de HA se busco determinar el tipo de agregacion que sigue la proteina
por medio de microscopia de transmision electrénica (TEM) Como se muestra en la figura
7.25 los agregados de HA a pH 3 y 8 muestran estructura homogénea de agregacion y una
gran cantidad de grupos de agregados, mientras que para los pH de 4 y 5.7 los agregados
parecen no seguir un patréon y parecen estar acumulados en un gran monton. Por tal motivo
se puede concluir que al menos para los pH de 3 y 8 la agregacién es dependiente de
nucleacioén, es decir de la velocidad con que los trimeros de HA interactuan entre si para
formar nucleos de agregacion, mientras para pH 4 y 5.7 parece ser que el mecanismo de

agregacion depende de la velocidad con que HA se desnaturaliza.

Con respecto a la proteina desglicosilada las cinéticas que siguen una ecuacién de orden O
indican que la agregacion es dependiente de la difusion de las proteinas en el medio, es
decir que la velocidad de desnaturalizacidn e interaccion de la proteina son despreciables

en comparacion a la velocidad con que se encuentra una proteina con otra (Weiss, 2006)

Se realizd el analisis de tamafio por HPLC-SEC al final de la reaccion para HA con el
propodsito de determinar el tamafo aproximado de los agregados. Con el tiempo de

elucién se calculo el radio hidrodinamico de los agregados

En la tabla 7.7 se puede observar que existe una relacién entre el pH y el tamafio de los
agregados. El tamano de los agregados parece aumentar conforme se va alejando el pH
del punto neutro. Para pH acidos el mayor tamafio de agregado se observé a pH 3

mientras se observa un incremento en el tamafio en pH 8 en comparacion con el de 6.8.
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Con respecto a pH 8 el tamano de los agregados estuvo por fuera de los limites de
caracterizacion del equipo, por lo que el dato proporcionado es una extrapolacion. En base
a los datos de TEM que se analizan mas adelante y a lo reportado por Remeta et al; (2002)
los agregados obtenidos por los cambios de pH parecen tener forma de roseta. Sin

embargo no se considera que la evidencia presentada sea concluyente.

Tabla 7.7 Tamano y peso molecular promedio de los agregados de HA a diferentes pH cuando
alcanzan el equilibrio. (* El valor de tiempo de elucién se encuentra fuera de la curva de calibracion) a

pH 3, 5.7 y 8* las poblaciones son polidispersas.

pH Ve {ml) REH {nm}) PMP {kDa) IP
3 1.72 29.15 1816 1.2
1 1.76 28.1 1748 1
ag 1.92 23.8 185.8 1.08
6.5 2.98 16 114.9 1
8 3.07 14 109 1
8 1.6 32.31 2020 1.1

7.5 Estabilidad y formacién de estructuras de HA a diferentes FI.

La fuerza idnica es una medida de la concentracién total de iones en una solucién. La
concentracion de iones juega un papel primordial en la estabilidad de la proteina. A altas
concentraciones de iones la proteina puede precipitarse, pues esta compite con los iones
para interactuar con los iones del agua. Los iones pueden enmascarar la carga neta de
una proteina o ayudarla a formar interacciones con otras estructuras, formando los puentes
salinos. Se ha observado para otras proteinas de virus que la fuerza i6nica es importante
para generar diferentes estructuras cuaternarias homogéneas como esferas y tubos. Con
esto en mente se decidié analizar la estabilidad de HA a diferentes condiciones de fuerza

ionica variando la concentraciéon de NaCl en el buffer fosfatos a pH 6.8 y a 25°C de
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temperatura. En un principio se esperaba que la proteina se comportara de forma estable,
sin embargo como se muestra en la figura 7.22 la agregacion HA.. a distintas fuerzas

ionicas no mostrd una tendencia a lo largo del tiempo.

También se midio el diametro hidrodinamico (figura 7.23) de HA.. a diferentes FI donde
tampoco se observo una tendencia que permita un analisis de la estabilidad de HA. HA

solo es estable a concentraciones de 150 mM de NaCl.

120
= 100 B e e — - m
é /—?_ - — < 7'\ — M NaCl
3 80\/ 7N _ SO ~Euind — m— 0.01
X 60 \( >§ 7 r \\ * — & — 0.05
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Figura 7.22. Cinética de agregacién de HA... de H1N1 a diferentes concentraciones de NaCl. Se

muestra el promedio de tres repeticiones de tres diferentes muestras.

Se observaron las estructuras de HA.. con tratamiento de FI por TEM donde se observo

agregacion heterogénea de la proteina.
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Figura 7.23. Diametro hidrodinamico promedio de HA a lo largo del tiempo a distintas concentraciones

de NaCl. Se muestra el promedio de tres repeticiones de 3 diferentes muestras.

7.6 Determinacion de la morfologia de los agregados de HA.

7.6.1 Agregados de HA. y desglicosilada en funcion de la temperatura.

Los agregados formados a cada temperatura de HA.. y desglicosilada fueron observados
por medio de microscopia de transmision electronica (TEM) Esta técnica permite
complementar los resultados obtenidos por HPLC SEC y DLS, pues proporciona
informacion sobre la morfologia de los agregados. Por medio de TEM, se puede determinar
si existen estructuras homogéneas que puedan clasificarse como rosetas y asi se puede

determinar si algun tratamiento consiguié generar dichas estructuras.

Se cuantific6 por TEM las muestras de los agregados sin poder observar ninguna

estructura homogénea en las imagenes de HA. Los agregados se muestran como
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amontonamientos proteicos sin patron comun.

En la figura 7.24 se muestran imagenes de agregados de HA obtenidos por tratamiento de
temperatura. No se muestran todas las imagenes obtenidas, sino solo aquellas que se

consideraron representativas del tipo de agregado.

A

Figura 7.24. Agregados de HA de H1N1 vistos por microscopia de transmisiéon electrénica. A)HA
desglicosilada tratada a 55°C a 120K de aumento B) HA desglicosilada a 65°C a 25K de aumento. C)

HA,.c a 65°C a 200K de aumento, D) HA,.. a 25°C a 150K de aumento.

90



Segun lo reportado por Weiss et al; 2006 determinan que los agregados observados en la
figura 7.24 son del tipo amorfos y no generan fibras. Dichos agregados son similares a los

reportados por Dom y Helenius (1986) para HA de virus de la influenza.
7.6.2 Agregados de HAr. y desglicosilada en funcion del pH

Los agregados de HA con tratamiento de pH muestran estructuras homogéneas de un
tamafno cercano a 60 nm de radio. Dichos agregados se obtuvieron con la proteina
recombinante a un pH de 3. Las estructuras homogéneas presentan formas de radios
unidos por un extremo que pueden considerarse rosetas. HA.. a pH 8 parece formar
estructuras homogéneas con forma de rosetas, sin embargo no fue posible tener una
buena definicion de la morfologia (figura 7.25) La proteina desglicosilada no formé
agregados homogéneos observables. No se pudo observar agregados homogéneos a pH
de 4 y 5.7 en la proteina recombinante, lo que parece indicar que el grado de protonacion
de los aminoacidos en la proteina juega un papel importante en el proceso de formacion de
agregados homogéneos. Con base en los resultados observados a pH 3 y 8 se considerd
que existia una correlacion entre la velocidad de agregacion y la formacion de rosetas en
HA., puesto que el modelo propone la formacion de nucleos de agregacion, sin embargo
no se puede indicar que exista dicha correlacién debido a que no se encontrd rosetas en el

resto de muestras a diferentes pH.

En la figura 7.25 se muestra las imagenes de HA.. a pH 3, los agregados de HA..apH 8y

los agregados de HA desglicosilada a pH 8 como muestra representativa.
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Figura 7.25. Agregados homogéneos de HA con tratamiento de pH 3. A) HA,.c.a 150K. B) HA

desglicosilada a pH 3 a 60K. C) HA,.. a pH 8 a 120K. D) HA desglicosilada a pH 8 a 120K

Los agregados observados en la figura 7.25 A y B son diferentes a los reportados por
Remeta et al; 2002 para una roseta sin embargo los de 7.25 C y D son similares.
Comparando con lo reportado por Doms y Helenius (1986) y Kissmann et al; (2010) los
agregados de la imagen 7.25 A y B tampoco son similares al virus completo o a particulas
pseudovirales de HA y NA. En la tabla 7.7 se mostré que el radio hidrodinamico de las

particulas de la figura 7.25 son de 29 a 32 nm y polidispersos, contrastando con los 20 nm
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que reportd Remeta et al; (2002) para rosetas. Lo que se observa en la figura 7.25 muestra
agregados con forma de roseta pero que difieren con las caracteristicas ( uniformidad de la

poblacion y tamafio) reportadas anteriormente.

7.7 Determinacién del titulo de anticuerpos en ratones inmunizados con HA,.c

y desglicosilada.

Como se comentd en los antecedentes, la efectividad de una proteina soluble como vacuna
depende del tamafio y la estabilidad de esta en el huésped. Ademas de esto es importante
el reconocimiento por parte del sistema inmune de los epitopos relevantes (Bachmann et
al; 2010). Con el objetivo de determinar la capacidad de respuesta del sistema inmune
contra HA, se suministro la proteina a ratones Balb-C hembras en buffer de fosfatos a pH
fisiologico sin adyuvante con el fin de comparar la respuesta inmunogénica que genera

HA. y desglicosilada.

La proteina fue administrada por via subcutanea a los 0 y 15 dias con el objetivo que la
segunda dosis fuese un refuerzo para la primer inyeccion. Cada semana se recolectd la
sangre de los ratones para obtener el suero y por medio de la técnica de ELISA medir el
titulo de IgG de los ratones contra HA.. y desglicosilada. Se graficd el resultado de los
cuatro ratones (figura geométrica) y el promedio geométrico (linea) con respecto a la
semana en que se hizo la medicion. Asi mismo se calcul6 la significacion estadistica para
cada tratamiento comparado con el control de dicha semana y entre tratamientos utilizando
la prueba T de Student. Se determin6 que existia diferencia significativa cuando el valor de

p <0.05. Asi mismo se determiné la significacion estadistica entre los valores obtenidos
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antes de la inmunizacion y su cambio cada semana. Se utilizé la prueba T de Student para
el calculo del valor p, y se considerd que existia diferencia significativa cuando p <0.05. En
la figura 7.26 se muestra el titulo de anticuerpos obtenidos para ratones inmunizados con la
proteina recombinante, desglicosilada y el control negativo en el transcurso del tiempo
después de la primera dosis. No se grafica la semana dos pues en esta se realizo el

refuerzo de la vacuna.
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Figura 7.26 Titulo de anticuerpos para animales control e inmunizados con HA,.. y desglicosilada.

Cada simbolo representa el titulo de anticuerpos.

En la figura 7.26 se puede observar que HA desglicosilada genera una mayor titulo de
anticuerpos que HA.. llegando a su maximo en la semana 5 . En algunos casos la

diferencia es de un orden de magnitud mayor para HA desglicosilada y existe diferencia
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significativa entre tratamientos en la semana 4 y 5 (tabla 7.8)El analisis estadistico indica
que para todos los casos, cuando se inoculd con HA tanto recombinante como
desglicosilada hay una diferencia estadisticamente significativa con respecto a inocular con
buffer a pH fisiolégico usado como control negativo. Asi mismo, se obtuvo valores de p
menores a 0.05 cuando se comparo los tratamientos de cada semana con el inicial. Esto
indica que la diferencia a lo largo del tiempo no son debidas al azar. Cuando se compara el
efecto de HA.. y HA desglicosilada, se puede observar que existe diferencia significativa en
la semana 4 y 5. Para el resto de los tiempos no se puede determinar que la diferencia en

los datos sea debido a la diferencia entre los tratamientos.

Tabla 7.8. Titulos promedio de anticuerpos generados por HA... HA desglicosilada, y control (-). Se
presenta los valores de p obtenidos en los siguientes casos: Diferencia entre tratamientos ( Diferencia
significativa entre HA... y HA desglicosilada) entre HA... y el control (-) y Ha desglicosilada y el control

(-). Se determiné que existe diferencia significativa cuando el valor de p < 0.05.

Titulo de anticuerpo promedio Valor p
Semana | HArec HA deqg. Control Entre tratamientos HArecy (1 HA desqg y (4
0 1 1 - - - -
1 58 598 5 0.06 0.03 0.02
3 390 1078 1 0.1 0.05 0.05
4 61 507 5 0.03 0.04 0.03
5 367 3012 1 0 0.03 0
7 61 245 3 0.08 0.05 0.05
8 40 25 3 0.13 0.04 0.04

El aumento en los titulos de anticuerpos al eliminar las N-glicosilaciones se ha observado
en otros virus como en el caso del VIH donde al eliminar N-glicosilaciones cercanas al sitio
de union de la proteina gp120 ( proteina altamente glicosilada y principal objetivo para

producir una vacuna) se ha visto un aumento en la capacidad inmunogénica generando
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anticuerpos neutralizantes contra el virus (Huang et al; 2011) Asi mismo se han observado
efectos similares para el virus de la influenza donde se han usado cepas con una menor
cantidad de glicanos en HA y que han mostrado una mayor produccion de anticuerpos

neutralizantes contra el virus (Wanzeck et al; 2011)

La estructura tridimensional de HA muestra N-glicosilaciones en la superficie lateral de HA'y
en las subunidades globulares en la parte superior de la estructura que sirven a la proteina
como union a los receptores de las células blanco. Tanto la regidén globular como la region
troncal de HA estan glicosiladas, afectando las propiedades funcionales de la proteina.
Entre los diferentes subtipos de HA, existe una gran variacion en la glicosilacion de la
region globular, al contrario de la glicosilacion en la region troncal, la cual es mas
conservada y se requiere para el correcto plegamiento de la proteina. Se ha observado que
las secuencias de péptidos alrededor de la zona de glicosilacion estan altamente
conservados, lo que sugiere que las glicosilaciones son significativamente importantes.
Wang et al; (2009) observaron que los patrones de glicosilacion en HA también determinan
la afinidad y la especificidad del virus, asi como la respuesta inmune ante HA. Observaron
que mientras menos ramificados son los glicanos unidos a HA, la afinidad por el huésped
aumenta mientras que la especificidad se ve disminuida. Asi mismo al aumentar el numero
de glicosilaciones en HA el virus puede unirse mas facilmente a las células del huésped
pero disminuye su capacidad de infeccion (Vigerust et al; 2007) debido a que el virus puede
verse atrapado por esas mismas glicosilaciones a la célula huésped. Ademas de esto el
aumento de glicosilaciones en HA es un proceso de adaptacién dado en el virus al irse

incorporando a humanos. Los virus de origen aviar tienen pocos sitios de glicosilacion en
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comparacion de los virus que infectan a mamiferos, esto debido a la necesidad del virus a
adaptarse a los receptores de los nuevos huéspedes. Por tal motivo una de las
caracteristicas de los virus pandémicos es su baja cantidad de glicosilaciones en HA
(Reichert et al; 2010) Wang et al; (2009) comprobaron que al reducir las N-glicosilaciones
a las minimas requeridas para el plegamiento y estabilizacion de HA se aumenta la
capacidad inmunogénica de la proteina y protege al huésped contra infecciones del virus.
Esto puede deberse a que HA utiliza en parte la glicosilacion para proteger epitopes del
reconocimiento por el sistema inmune del huésped lo que justificaria el aumento en la
respuesta inmune al eliminar dichas protecciones. Otro motivo por el cual la proteina
desglicosilada puede tener un mayor titulo de anticuerpos puede ser a la estabilidad de la
proteina. Takatoshi y colaboradores (2010) demostraron que la produccién de IgG esta
inversamente correlacionada con la estabilidad conformacional del antigeno, lo que nos
indica que una estructura altamente estable tiene una menor capacidad de producir una
respuesta inmune adecuada. Como se demostrd en los objetivos obtenidos en este
trabajo, la proteina desglicosilada es menos estable que la proteina recombinante, lo que
favorece su asimilacién y la activacion de células T generando una mayor respuesta
inmune. Sin embargo aun queda la duda de si la generacion de IgG contra HA
desglicosilada genera una adecuada proteccion contra la infeccidén del virus puesto que los
antigenos de proteinas solubles son usualmente presentados de forma ineficiente (Harding
et al; 1994, Storni y Bachmann; 2004) y no se evalu6 si los anticuerpos obtenidos

neutralizan el virus

Wanzeck et al; (2011) realiz6 un experimento en ratones a los que infectdé con diferentes
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cepas de virus de la influenza con cantidades diferentes de glicosilaciones en HA. Al retar a
los ratones que habian sido infectados primeramente con virus altamente glicosilados
usando virus con minimas glicosilaciones, los ratones mostraron signos de infeccion fuerte
y s6lo un 17% de sobrevivencia. En contraste, cuando los ratones fueron retados con virus
altamente glicosilados cuando habian sido infectados primeramente con virus con pocas
glicosilaciones los ratones mostraron altos titulos de anticuerpos neutralizantes y tuvieron
100% de sobrevivencia. (Wanzeck et al; 2011) Ademas de esto, Wanzeck et al; 2011
observé que el efecto anteriormente observado era debido a la respuesta de las células T
por lo que se concluyé que a pesar de que los virus altamente glicosilados generaban
anticuerpos estos no eran eficientes en detener la infeccidn e hipotetizar que los efectos del
contagio del virus pandémico en la poblacion podian ser derivados de una inadecuada
respuesta inmunologica de las células T. Por tal motivo, derivado de este estudio y
apoyado en los datos observados de HA desglicosilada presentados en la figura 7.27 se
puede concluir que para una mayor eficiencia en la proteccién contra el virus de la
influenza, la proteina HA debe ser desglicosilada para poder generar adecuados titulos de
anticuerpos neutralizantes contra el virus y ampliar la protecciéon generada por la vacuna.
En este sentido la capacidad de desglicosilar a HA antes de su administracion como
vacuna podria ayudar a combatir cepas del virus altamente infecciosas y combatir de forma
parcial el contagio contra virus de temporada no esperados. Sin embargo el principal
problema de desglicosilar HA, como se demostrdé anteriormente es la tendencia de la
proteina a agregarse al ser desglicosilada. Esto impide que se realice el tratamiento de
desglicosilacion de HA desde la fabrica pues reduciria significativamente su vida de

anaquel. Una alternativa para el tratamiento de HA puede ser desglicosilar la proteina antes
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de administrar la dosis. Como se observo en la figura 7.26 la proteina desglicosilada
genera una respuesta mayor que la proteina recombinante, lo que permitiria formular la
vacuna con una menor cantidad de inmunogeno y tener aun una buena respuesta inmune.
Se requiere de un estudio econdmico que no esta dentro de los alcances de la presente
tesis para determinar si industrialmente es factible y redituable el tratamiento de HA con
endoglicosidasas puesto que el tratamiento propuesto requiere el cambio de soluciones
buffer para el correcto funcionamiento de la enzima y el buffer fisiologico para su
administracion en el paciente lo que podria ser un proceso dificil para el usuario final. Sin
embargo las ventajas comparativas en el aspecto funcional de la desglicosilacion de HA
son de consideracion al momento de tomar la decision final, puesto que el objetivo final de
una vacuna es generar proteccion contra el mayor numero de posibles infecciones incluso

como una herramienta util en caso de epidemias.
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8.Conclusiones y perspectivas

En el presente trabajo se demostré la importancia de la N-glicosilacion en la estabilidad

y capacidad inmunogénica HA recombinante producida en células de insecto.

Se demostrd que los patrones de glicosilacion de HAH1N1y H3N2 son diferentes en
la cantidad de glicanos ricos en manosa y paucimanosa. Esto esta correlacionado con la
diferencia de radios hidrodinamicos de ambas asi como una diferencia en las poblaciones
presentes, mostrando que el patron de N-glicosilacion puede tener relacion con la

capacidad de de HA de formar agregados.

Se demostré que la N-glicosilacion favorece la estabilidad de HA tanto a cambios de
temperatura y pH. HA tiene un comportamiento de agregacion distinto al remover los N-
glicanos de su estructura. HA.. tiende a agregarse a temperaturas mayores de los 45°C.
La HA desglicosilada tiende a agregarse a temperaturas superiores a los 35°C, por lo que

la N-glicosilacion da mayor estabilidad a la agregacion a HA.

HA demostro ser estable a pH de 6.8. Al variar el pH, HA.. se agregé completamente a
los 3 dias. HA.c se agregd de forma exponencial mostrando un mecanismo dependiente de
la concentracion de agregados iniciales. A pH 8 se obtuvo la maxima velocidad de
agregacion para HA.. . HA desglicosilada se agregé completamente a cualquier pH en 2

dias y tuvo una agregacion directamente proporcional al tiempo. A pH de 3 se obtuvo la
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mayor velocidad de agregacion para HA... A pH de 5.7 se obtuvo la velocidad de
agregacion mas lenta tanto para HA.. como desglicosilada. Se formaron agregados
homogéneos de HA.. incubados a pH de 3 y 8 vy fueron observados por medio de
microscopia de transmision electronica. Se confirmé que al remover los glicanos de HA
recombinante se obtiene un mayor titulo de anticuerpos en ratones Balb-C en comparacion
con HA.. Sin embargo en el presente estudio no se demostr6 que HA desglicosilada

genere una proteccion eficiente contra la infeccion del virus de la influenza.

Los resultados presentados en este trabajo muestran un avance necesario para el
desarrollo de nuevas vacunas basadas en proteinas. Sin embargo existe una gran area de
oportunidad de investigacién en el area de N-glicosilacion y sus efectos en la capacidad
inmunogénica. Seria interesante generar formas glicosiladas complejas y evaluar si el tipo
de glicano afecta la estabilidad de la proteina. Asi mismo el desarrollo de nuevas cepas
capaces de glicosilaciones complejas con rendimientos iguales o mayores a las actuales

cepas productoras.

Finalmente es de importancia comercial desarrollar un método econémico para generar
HA desglicosilada y comprobar la eficacia de la vacuna en la generacion de anticuerpos
neutralizantes. Determinar qué tipo de anticuerpos se genera asi mismo saber si los
agregados son mas inmunologicos que la proteina recombintante son areas aun por

investigar.
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9. Apendices

A.1 El virus de la influenza

El virus de la influenza pertenece a la familia Orthomyxoviridae (del griego orthos,
“correcto, estandard” y myxo “mucosa”) la cual comprende a los géneros influenza A, By C,
siendo solo Ay B de relevancia para la salud humana. Recibié este nombre debido a su
habilidad de unirse a la mucosa. Los Orthomyxoviridae son virus envueltos con un genoma
de RNA de cadena simple (ssRNA) negativa el cual sirve como templado para la sintesis de
MRNA y para la sintesis de la cadena positiva de RNA que servira para la produccion del
genoma viral. EI genoma del virus esta compuesto por 8 segmentos (Influenza C cuenta
solo con 7) de RNA que codifican para 10 proteinas (el segmento 7 y 8 pueden son
modificados por splicing). La particula viral esta cubierta por una membrana lipidica
(derivada de la membrana plasmatica del huésped) donde tres proteinas estan insertadas.
La neuroamidasa (NA) y hemaglutinina (HA) estdan embebidas a lo largo de la membrana
formando estructuras similares a puas y actuan en la identificacion e infeccion al huésped
asi como en la liberacion de la progenie viral de la célula infectada. La proteina
transmembranal M2 se encuentra atravesando l|la membrana y actua como canal idnico.
La capa lipidica rodea una capa interna formada por la proteina matricial M1 que encierra
el genoma viral asociado a la proteina NP (solo el RNA asociado a las proteinas NP se

expresan) y pequefas cantidades de las proteinas PB1, PB2 y PA que forman el complejo
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RNA polimerasa. Dentro de la particula viral se encuentra la proteina exportadora del

nucleo NEP. (Lamb y Krug, 1996).

Influenza A virus

Figura A.1 Esquema del virus de la influenza. (Arias et al; 2009)

A.1.1 Ciclo de replicacién del virus de la influenza.

El proceso de infeccion comienza cuando los residuos de acido sialico presentes en los
proteoglicanos y glicolipidos encontrados en la superficie de la célula blanco son
reconocidos por el virus. El sitio de union al receptor localizado en HA es el encargado de
reconocer y unir al viron con la célula objetivo. En este proceso, el virus es altamente
selectivo. Se ha observado que HA puede unirse al acido sialico unido a la galactosa en

enlaces a2-3 (encontrados en células epiteliales gastrointestinales de las aves vy tejido

epitelial de cerdos) o en enlaces a2-6 (encontrados en el tejido epitelial de la traquea de
humanos y cerdos) permitiendo que el virus sea altamente selectivo con la especie a la que

infecta. Una vez que el virus ha entrado en contacto con la célula objetivo, el virus entra al
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citoplasma por un proceso conocido como endocitosis mediada por receptor. El virus es
internalizado en una vesicula formada por la invaginacion de dominios especializados
localizados en la membrana plasmatica. Una vez internalizado, la vesicula se fusiona con
los endosomas (organelos que presentan un pH altamente acido). El pH acido de los
endosomas provoca un cambio conformacional en HA que fusiona la membrana viral con la
membrana del endosoma. El canal idonico M2 permite el flujo de iones del endosoma al
interior del viron, favoreciendo la disociacidon de las proteinas NP (unidas al RNA del virus)
de la estructura formada por la proteina M1. Una vez fusionadas las membranas viral y del
endosoma, el materia genético es transportado al citoplasma y llevado al nucleo de la
célula. La replicacion y transcripcion del RNA viral es llevada acabo por el complejo RNA
polimerasa en el nucleo de la célula infectada y posteriormente exportados al citoplasma

por las proteinas NEP y M1 (Arias et al; 2009)

Figura A.2 Ciclo de replicacion del virus de la influenza (Arias et al; 2009)

Las proteinas de membrana comienzan a sintetizase y se asocian a la membrana
plasmatica de la célula infectada, posteriormente el ssSRNA- se asocia con la proteina NP y
M1 para ser empacados en el nuevo virdn. El viron empacado es liberado de la célula
huésped aprovechando la actividad neuroaminidasa de NA, comenzando nuevamente el
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ciclo de infeccion (Lamb y Krug, 1996).

A.1.2 Variabilidad en el virus de la influenza.

El virus de la influenza es bien conocido por su habilidad de mutar para evadir al sistema
inmune y reinfectar el huésped. Esto se debe a dos fendémenos: la deriva génica (genetic
drift) y el cambio antigénico (antigenic shift). La deriva génica es una fuerza evolutiva que
actua en conjunto con la seleccion natural cambiando las caracteristicas de la especie con
respecto al tiempo. La deriva genética se puede definir como los cambios al azar en la
frecuencia de una variable mutacional en la poblacion que por probabilidad tiene la
posibilidad de fijarse en los genotipos de la descendencia y que no encaja con las
predicciones de la herencia mendeliana. En una poblacion muy grande, los efectos
aleatorios de la deriva genética tienden a promediarse, por lo que existe un cambio
pequeno en la frecuencia de cada variante. Sin embargo, en poblaciones pequefias los
cambios aleatorios pueden ser significativos y la deriva génica tiene un efecto mayor en la
variacion genética de la poblacion. La deriva génica es un proceso aleatorio por lo que el
destino eventual de una variante particular no puede ser estrictamente predecible pero
puede asignarse una probabilidad de acuerdo a la frecuencia de la variable (Krebs et al,
2010) El factor principal que genera las mutaciones en la influenza es la falta de actividad
de correccion de errores de la RNA polimerasa viral durante la replicacion.(Arias et al,
2009) EI cambio antigénico es un mecanismo de evolucion derivado del genoma
segmentado que tiene el virus que permite la formacién de nueva progenie cuando los
segmentos de dos o mas subtipos de virus infectan a la misma célula huésped. Este

proceso permite introducir nuevas proteinas en las poblaciones virales circundantes que
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pueden cambiar drasticamente las propiedades bioldgicas del virus. EI cambio antigénico
esta comunmente asociado a la aparicion de virus pandémicos y a la capacidad de que un
virus altamente afin a una especie pueda introducirse en otra diferente, como sucede en el
caso en que la influenza de aves infecta a humanos (Arias et al, 2009). La combinacion de
la deriva génica y el cambio antigénico afectan principalmente a las proteinas HAy NA. Se
han identificado 16 tipos diferentes de HA que en combinacion con 9 tipos de NA sirven
para la clasificiacion del virus (Lamb y Krug, 1996).

cambio antigénico

)

2

@, { ) 9,
-9 ® -

[ [ | 8 [

Pequefias Nueva cepa
mutaciones

deriva genética

Figura A.3. Mecanismo mutacional del virus de la influenza.

La alta variabilidad de las proteinas antigénicas del virus hace que sea necesario
vacunar anualmente con las cepas circulantes durante la época de alta incidencia del virus
del afo anterior. La vacuna anual es una combinacion de factores antigénicos de tres
diferentes cepas del virus seleccionadas por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y

suele ser efectiva durante la siguiente temporada de infecciones (Wang et al; 2005).
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A.2. Reversibilidad de HA... a los cambios de temperatura.

N
N

-
N

-
o

De 4°C a 65°C
................ de 65OC a 4OC

Volumen (porcentaje)

0.1 1 10 100 1000 10000

Diametro hidrodinamico (nm)

Figura A4. La agregacion de HA,.. no es reversible a cambios de temperatura. Se llevo HA de 4°C a

65°C en cambios de 5°C y nuevamente de 65°C a 4°C sin que el DH se recuperara.

En la figura A4 se muestra la distribucion de la poblacion de 3 muestras de HA(.
llevadas desde 4°C a 65°C. Dichas muestras fueron llevadas posteriormente de 65°C a 4°C
con el fin de determinar si la poblacién de HA.. regresaba al mismo tamafo que al inicio.
En la figura A4 se muestra el proceso al final del ciclo de 4°C a 65°C y de 65°C a 4°C. Se

observé que el proceso no es reversible en las condiciones medidas.
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Figura 7.21. Cinética de agregacion de HA desglicosilada a distintos pH.

Figura 7.22. Cinética de agregacion de HA.. a diferentes
concentraciones de NaCl.

Figura 7.23. Diametro hidrodinamico promedio de HA a lo
largo del tiempo a distintas concentraciones de NaCl
Figura 7.24. Agregados de HA vistos por TEM.

Figura 7.25. Agregados homogéneos de HA

Figura 7.26 Titulo de anticuerpos para animales control e

inmunizados con HAr. y desglicosilada.
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Figura A.1 Esquema del virus de la influenza.

Figura A.2 Ciclo de replicacion del virus de la influenza

Figura A3. Mecanismo mutacional del virus de la influenza.

Figura A4. La agregacion de HA. no es reversible

a cambios de temperatura.
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