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RESUMEN

Las amiloidosis son un grupo de enfermedades caracterizadas por la
deposicién extracelular de agregados fibrilares insolubles de naturaleza
proteica. Mas de una treintena de proteinas han sido identificadas como
capaces de formar agregados fibrilares en humanos. La amiloidosis AL es una
amiloidosis sistémica causada por la deposicion de cadenas ligeras de
inmunoglobulinas. Segmentos dentro de las proteinas han sido identificados
como importantes dentro de la cinética de agregacion de las proteinas
precursoras, ya sea como regiones propensas a sufrir cambios
conformacionales o como motivos protectores de la agregacion. Anticuerpos
policlonales y monoclonales han sido utilizados como herramientas para el

estudio de estos segmentos en una proteina modelo, 6aJL2.

En el presente trabajo se exploré la posibilidad de emplear anticuerpos
policlonales para distinguir cadenas ligeras derivadas de distintas lineas
germinales. Se llevaron a cabo ensayos de dot-blot para determinar la
especificidad de los policlonales. Se generé un modelo murino de amiloidosis
para probar los anticuerpos en muestras de origen biolégico. Se trabajo
también en la generacion de anticuerpo monoclonales con el objetivo de
obtener un reactivo mas homogéneo y especifico; sin embargo, no se llegaron

a obtener anticuerpos monoclonales capaces de reconocer la proteina modelo.



. MARCO TEORICO

Las proteinas, actores fundamentales de la biologia celular.

Las proteinas desempefian un papel clave en el sostenimiento de la vida
debido a que son las encargadas de traducir en acciones moleculares
especificas la informaciéon contenida en el genoma. Para cumplir con tan
compleja tarea, las proteinas disponen de la mayor diversidad de secuencia y
estructura tridimensional entre todas las biomacromoléculas que componen los

sistemas biolégicos (1).

Tanto en el compartimiento intracelular como en el extracelular, la mayoria de
las proteinas ejercen su funcion en estado soluble, ya sea como mondmeros
independientes o como parte de complejos multimoleculares, cuya composicion
esta definida en la informacion genética. La funcion de las proteinas depende
de la adopcion de una conformacion tridimensional denominada plegamiento
nativo, o estructura nativa, caracterizada por una organizacion topoldgica
especifica de la cadena polipeptidica que resulta generalmente en una
estructura compacta. La estructura nativa esta determinada por la secuencia de
aminoacidos de la proteina y es suficientemente estable en las condiciones
fisiolégicas como para permitir que la proteina cumpla sus funciones (2, 3). La
estabilidad de la estructura nativa resulta del conjunto de las interacciones que
se establecen entre los residuos de aminoacidos de la proteina, unos con otros
y con las moléculas del solvente (4, 5). En algunos casos, la estabilidad
también depende de las interacciones que establece la proteina con ligandos
que contribuyen a su funcion, los cuales pueden ser tan pequefios como iones,
o0 moléculas constituidas por unos pocos atomos, o péptidos medianos y otras
proteinas (6, 7). Adicionalmente, la estabilidad de la estructura nativa también
va a depender de como este modifica la entropia de la proteina misma, asi

como de las moléculas del solvente (8).



La agregacién de las proteinas como fuerza evolutiva.

El mecanismo a través del cual las proteinas desempefian sus funciones
es el reconocimiento molecular (9), el cual implica la interaccién fisica de la
molécula de proteina con otra, u otras moléculas, a través de superficies de
complementariedad espacial y de carga. La especificidad de la interaccion va a
depender de la posicion espacial y la naturaleza quimica de los grupos
atomicos situados en la interfase de interaccion, lo cual es una funcion de la
estructura primaria de la proteina. La interaccion funcional entre la proteina y
su(s) ligando(s) especifico(s) es estabilizada por numerosas uniones débiles,
no covalentes, de naturaleza diversa, como las fuerzas de van der Waals(10),
los puentes de hidrégeno, los enlaces salinos y las interacciones hidrofébicas
(11, 12). Sin embargo, estas mismas fuerzas que median el reconocimiento
molecular y la funcion normal de las proteinas, también pueden mediar
interacciones intermoleculares inespecificas, o espurias, que promueven la
agregacion. Esto explica por qué en ciertas circunstancias, las proteinas
muestran tendencia a agregarse, poniendo en riesgo la viabilidad de la célula,
dada la capacidad de los agregados de alterar sus procesos vitales (13-15). La
necesidad de prevenir la agregacion de las proteinas ha constituido unas de las
fuerzas que ha “empujado” la evolucion de los sistemas bioldgicos,
“esculpiendo” la secuencia de las proteinas hasta llegar a como las conocemos
hoy (14, 16-21). Varios son los mecanismos desarrollados por los sistemas
bioldgicos para contender con la agregacion de las proteinas. Algunos de estos
mecanismos operan en los diversos espacios del compartimiento celular (22,
23), mientras otros son activos en el espacio extracelular (24). Una de las
funciones de estos mecanismos es asistir a las proteinas de nueva sintesis en
el proceso de plegamiento, evitando asi que se agreguen durante el mismo
(22). Otra funcion es eliminar, mediante protedlisis, las proteinas que, por
alguna razén, perdieron su plegamiento nativo, condicion que favorece la
agregacion (22, 25). Trabajando de forma conjunta y complementaria, estos
mecanismos preservan la proteostasis celular, que es la condicion en la que
cada proteina del proteoma conserva su plegamiento nativo funcional y alcanza

la localizacion celular/tisular y concentracion requeridos para el funcionamiento



normal de la célula en un momento biolégico definido (26). Conservar la
proteostasis celular requiere un delicado balance entre los procesos de sintesis
y plegamiento de proteinas, su modificacion postraduccional y localizacién
subcelular, y la posterior degradacion cuando ya cumplieron su funcion(26-28).
Cuando el balance entre estos procesos se rompe, el resultado es la
acumulacién de proteinas envejecidas, quimicamente modificadas y con
plegamiento no nativo, o que incrementa el riesgo de agregacién, con la
consiguiente alteracién de la biologia celular y la muerte, si la proteostasis no

puede ser restituida (13-15).

Las proteinas formar diferentes tipos de agregados que causan enfermedades
en los humanos. Tanto las propiedades patogénicas, como las caracteristicas
morfoldgicas y estructurales de los agregados varian ampliamente,
dependiendo de la proteina implicada. Uno de los tipos de agregados
patolégicos que las proteinas pueden formar es el amiloide, el cual esta
intimamente relacionado con un grupo diverso de enfermedades conocidas

como amiloidosis.

Las amiloidosis.

Las amiloidosis son un conjunto clinicamente heterogéneo de
enfermedades cronico-degenerativas, caracterizadas por la deposicion, en el
espacio extracelular, de una sustancia denominada genéricamente “amiloide”
(29-32). En los depositos de amiloide se reconocen dos componentes
principales, uno fibrilar, especifico de cada enfermedad, y otro no fibrilar, comun
a todas las amiloidosis (29, 31, 33). El componente fibrilar, como su nombre lo
indica, consiste en agregados de aspecto fibrilar al microscopio electronico,
compuesto de una proteina o péptido especifico de cada amiloidosis. Se han
identificado alrededor de 30 proteinas y péptidos diferentes que pueden formar
amiloide in vivo, a los cuales se les denomina “precursores de amiloide” (29,
31-34) (Tabla 1). Es importante mencionar que, si bien los precursores de
amiloides forman agregados de morfologia y propiedades biofisicas similares,
no comparten similitud significativa en cuanto a secuencia y estructura

tridimensional (35) (Figura 1). Por otra parte, el componente no fibrilar,
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asociado intimamente con las fibras, consiste en un grupo de moléculas de
naturaleza diversa que se denominan “componentes accesorios del amiloide”
(36). Dentro de este grupo destacan, entre otros, la apolipoproteina E (ApoE)
(37-39), el componente P sérico del amiloide (SAP)(39), el cual es una
glicoproteina que pertenece a la familia de las pentraxinas (40), y los
glucosaminoglicanos (41). Se cree que el componente no fibrilar del amiloide
influye significativamente en las propiedades patogénicas de los depdsitos, asi

como en su inmunogenicidad y estabilidad fisica (36).

Figura 1. Diversidad estructural de precursores amiloides humanos. Representaciones
de la estructura tridimensional de A) variante protectora E219K de la proteina prion
(PDB ID 2LSB), B) insulina (PDB ID 2C8Q), C) lisozima (PDB ID 1IWT), D) B2
microglobulina (PDB ID 2F80), E) cadena ligera de inmunoglobulinas tipo lambda
(PDB ID 3WHE), F) péptido AR (1-40) en ambiente acuoso (PDB ID 2LFM), G) la
altamente amiloidogénica transtiretina mutante G53S/E54D/L55S (PDB ID 1G10). En
H) estructura cristalografica de la mioglobina humana mutacion K45R (PDB ID 3RGK).

Agregaciéon amiloide como consecuencia del plegamiento incorrecto de

las proteinas.

Abundante evidencia acumulada en las ultimas tres décadas claramente
indican que la agregacion amiloide de las proteinas ocurre mediante la pérdida
total, o parcial de la estructura nativa. Estos estudios también han identificado

un grupo de factores, algunos dependientes de la proteina misma, y otros del
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microambiente tisular, que promueven la formacion de amiloide a través de su
efecto desestabilizador del plegamiento nativo de las proteinas (13, 15, 34,
42-48). Por ello, las amiloidosis estan comprendidas dentro del grupo de las
enfermedades por plegamiento incorrecto de las proteinas (49).

Se plantea que, al menos para algunas proteinas y bajo ciertas circunstancias,
el estado amiloide representa una condicidn mas estable que el estado nativo,
lo cual explicaria la formacién espontanea de este agregado, tanto in vivo como
in vitro(50). Esta hipétesis supone que el plegamiento nativo de las proteinas
es un estado metaestable, separado del estado fibrilar por barreras energéticas
que impiden que la proteina alcance el estado amiloide, termodinamicamente
mas estable (50). Asi, la agregacion amiloide ocurre cuando el paisaje
energético/conformacional accesible a las moléculas de la proteina es
modificado por factores, tanto ambientales como relativos a la estructura de la
proteina misma, resultando en la disminucion de la, o las barreras energéticas
que separa el estado nativo del fibrilar. La consecuencia directa es el
incremento de la probabilidad de que las moléculas de la proteina adopten
formas de plegamiento no nativo que suelen tener tendencia a agregarse (2,
34, 51).

El estado amiloide.

La fibra amiloide madura es una estructura compleja, formada por la
asociacion de formas fibrilares precursoras, denominadas protofilamentos y
protofibrillas, que se ensamblan a través de un proceso jerarquico (52-54). Los
datos de microscopia de fuerza atémica han demostrado que, en el caso de las
fibras amiloide de cadena ligera de inmunoglobulina, las primeras estructuras
fibrilares en formarse son los protofilamentos. Estos se asocian para dar lugar a
las “protofibras”, que a su vez se combinan para formar las fibras maduras (55).
Se desconoce como las fibras amiloides se ensamblan in vivo, si bien este
proceso debe estar influido por el ambiente molecular donde ocurre la
deposicion, asi como por las interacciones de la proteina amiloidogénica con
las moléculas accesorias del amiloide (36). Es importante mencionar que, al

margen de la diversidad estructural que caracteriza a las proteinas



amiloidogénicas (Ver Figura 1), los agregados amiloides que estas forman
comparten muchas de sus caracteristicas ultra-estructurales y propiedades
biofisicas. Esto sugiere la presencia de elementos estructurales comunes a
todos los amiloides. Es bien conocido que los amiloides se caracterizan por ser
agregados fibrilares insolubles, resistentes a la accion de ciertas proteasas y
que muestran afinidad por colorantes, como el Rojo Congo vy el Tioflavina T(34,
35). Adicionalmente, todos dan lugar a un patron de difraccion de rayos X
similar, denominado f-cruzado, el cual se compone de dos reflexiones
principales, una ecuatorial a alrededor de 10 A y otra meridional a 4.7 A. Este
patrén es consistente con un nucleo estructural comun a toda fibra amiloide,
compuesto por hebras  orientadas perpendicularmente al eje longitudinal de la
fibra, las que se asocian para formar largas hojas 3 intermoleculares que se
extienden a lo largo de la fibra. La reflexion a 4.7 A esta determinada por la
distancia entre hebras p contiguas, mientras la reflexion a 10 A refleja el
espaciamiento de hojas f apiladas una sobre otra del nucleo fibrilar (56) (Figura
2).

Fuente de rayos x

Fibra amiloide

Figura 2. Representacion esquematica del patron de difraccion de rayos X (-cruzado
tipicamente producido por las fibras amiloides. El patron B-cruzado es consistente con
un nucleo de formado por por extensas laminas B dispuestas a lo largo del eje
longitudinal de la fibra, mientras que las hebras B que las forman estan dispuestas
perpendicularmente. Las reflexiones a 4,7 Ay 10 A, tipicas del patrén de difraccion de
B-cruzado, reflejan, respectivamente, el espaciado entre hilos y entre hojas que
caracterizan la estructura beta cruzada. La flecha blanca en la esquina izquierda indica
la orientacion relativa del eje longitudinal de las fibrillas con respecto a la posicion de
los reflejos del patron.
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Se han reportado tres factores que participan de forma independiente o
combinada en la formacion de agregados amiloides: 1) una propension
intrinseca de la proteina precursora a adoptar una forma de plegamiento no
nativo (lo que aumenta con el envejecimiento), 2) la presencia de mutaciones
que modifican las propiedades estructurales y fisicoquimicas de la molécula y
3) un remodelado postraduccional aberrante de la proteina precursora, que
incluye proteolisis, glicosilaciones y fosforilacion en sitios especificos, entre
otros (2, 13, 15, 42, 44). La generaciéon de agregados amiloides involucra la
formacion de contactos intermoleculares, por lo que la amiloidogénesis se ve

favorecida a altas concentraciones de la proteina implicada (Figura 3).
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Figura 3. Una proteina puede existir en distintos estados, las distintas poblaciones de
una proteina y sus ritmos de inter-conversion estan determinadas por su estabilidad
termodinamica y con barreras energéticas que estdn asociadas a los estados de
transicion, asi como a la velocidad de sintesis y degradacion. Tomado de Knowles,
2014.

Caracteristicas clinicas generales de las amiloidosis.

Las amiloidosis se clasifican en sistémicas y localizadas en dependencia
del numero de érganos o sistemas afectados por la deposicion (Tabla 1)(31,

32). Las amiloidosis localizadas, como su nombre indica, afectan a un unico
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organo o tejido. Las enfermedades neurodegenerativas, como la enfermedad
de Alzheimer, la enfermedad de Parkinson, las encefalopatias espongiforme
transmisibles, o enfermedades por priones, la enfermedad de Huntington, entre
otras, constituyen la forma clasica de amiloidosis localizada, dado que cursan
con deposicion de amiloide solo en el sistema nervioso central (57). Por otra
parte, las amiloidosis por cadenas ligeras (AL), por transtiretina (ATTR) y por
proteina sérica A (AA), son formas clasicas de amiloidosis sistémicas, dado que
afectan multiples dérganos y tejidos, si bien la manifestacion clinica de la
enfermedad suele estar dominada por los signos y sintomas derivados de la
disfuncion del, o de unos pocos 6rganos donde la deposiciéon es mayor (30).
Vale la pena sefialar que estas tres enfermedades son las amiloidosis
sistémicas mas frecuentes diagnosticadas en los paises occidentales (58, 59).
La proteina amiloide sérica A es una de las apolipoproteinas asociadas a las
lipoproteinas de alta densidad (60). Ademas, es una proteina de fase aguda
asociada a estados inflamatorios cronicos, como la artritis reumatoide, la fiebre
familiar del mediterraneo y patologias como el carcinoma renal y el linfoma de
Hodgkin (61). La transtiretina, antes conocida como prealbumina, es una
proteina sérica homotetramérica intrinsecamente amiloidogénica, que forma
complejos con la proteina transportadora de retinol y la vitamina A (62). En el
caso de la amiloidosis AL, como se mencion6 antes, la proteina precursora de
amiloide es la cadena ligera de los anticuerpos (63). Es importante hacer notar
que no se trata de una proteina unica; sino de una familia muy diversa de
inmunoglobulinas que se divide en dos tipos grandes tipos, kappa (k) y lambda
(A). Como parte de los anticuerpos, las cadenas ligeras desempeian la funcion
de reconocimiento y defensa inmunoldgica, lo que condiciona su
heterogeneidad estructural. Asi, las cadenas ligeras constituyen el precursor de
amiloide estructuralmente mas diverso, propiedad que se refleja en la evolucién
de la enfermedad, que es, con mucho, la forma de amiloidosis clinicamente

mas heterogénea (64, 65).
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Tabla 1. Fibras amiloides y sus precursores en humanos (Hazenberg, 2013)

Fibra Proteina precursora Sistémicao Adquiridao Organo(s) blanco
amiloide localizada hereditaria
AL Cadenas ligeras de S, L A Todos los 6rganos,
inmunoglobulinas excepto SNC
AH Cadenas pesadas de S, L A Todos los drganos,
inmunoglobulinas excepto SNC
AB2M 32 Microglobulina, S A Sistema
silvetres musculoesquelético
B2 Microglobulina, S H Sistema nervioso
variante auténomo
ATTR Transtiretina, silvestre S, L A Corazon
Transtiretina, variantes S H Corazon, ojos, SNP
AA Proteina sérica amiloide A Todos los 6rganos,
excepto SNC
AApoAl  Apolipoproteina A1, S H Corazon, higado,
variantes rinones, SNP, piel
AApoAIl  Apolipoproteina A2, S H Rifiones
variantes
ALys Lisozima, variantes H Rifiones
ALect2 Quimiotactico derivado de Rifiones,
células leucocitarias 2 principalmente
AFib Fibrinégeno a, variantes S H Rifiones,
principalmente
ACys Cistatina C, variantes S H Sistema nervioso
periférico, piel
AB Péptido beta-amiloide, L A SNC
silvestre
Péptido beta-amiloide, L H SNC
variantes
APrP Proteina Prion, silvestre A Enfermedad de
Proteina Prion, variantes H Creutzfeldt-Jakob,
Insomnio familiar
fatal
AcCal (Pro)Calcitonina L A Cancer tiroideo de
células C
AIAPP Amilina (Polipéptido L A Islotes de
amiloide de los islotes) Langerhans
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APro Prolactina L A Prolactinomas

Alns Insulina L A latrogénico,

inyeccion local

ASPC Proteina surfactante L A Pulmoén
pulmonar
AGal7 Galectina 7 L A Piel
ALac Lactoferrina L A Cérnea
ASem1 Semenogelina-1 L A Vesiculas seminales

Amiloidosis por cadena ligera (AL).

La amiloidosis AL es una de las discrasias de células plasmaticas (66),
grupo de enfermedades caracterizadas por la expansion anormal de una clona
de células plasmaticas que infiltra la médula 6sea. En el caso de la amiloidosis
AL, la clona infiltrante secreta cantidades excesivas de una cadena ligera libre,
también conocida como proteina de Bence Jones (67), que se deposita en
diferentes 6rganos y sistemas en forma de amiloide (68). La secrecién en
exceso de una cadena ligera monoclonal libre es una condicidn necesaria para
que ocurra la deposicion amiloide, sin embargo, no es suficiente, pues se sabe
de pacientes que excretan grandes cantidades de una cadena ligera
monoclonal a través de la orina, por varios afos, sin mostrar signos de
amiloidosis (69). Estos casos se conocen con gammapatia monoclonal de
significado indeterminado, o MGUS, por sus siglas en inglés (70). La
deposicion amiloide de la cadena ligera parece ser consecuencia del concurso
de varios factores, tanto intrinsecos (propios de la proteina) como extrinsecos
(del microambiente tisular donde la cadena ligera se deposita), que actuando
en conjunto resultan en la pérdida del plegamiento nativo de la proteina y su
posterior deposicion en forma de amiloide (35). Dos de los factores intrinsecos
mas estudiados son las mutaciones somaticas y la identidad del segmento
génico de dominio variable (VL) que da origen a la proteina. Las mutaciones
somaticas juegan un papel central en la amiloidogénesis de las cadenas
ligeras, debido a su potencial para desestabilizar el plegamiento nativo y
favorecer la adopcion de conformaciones no-nativas proclives a la agregacion

(71-74). Por otra parte, se ha visto que las cadenas ligeras que derivan de un
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grupo menor de segmentos de genes de V. tienen mayor probabilidad de estar
involucradas en agregacion amiloide que otras (75-78). Esto ha llevado a
proponer que, al menos en algunos casos, la secuencia codificada por estos
segmentos de genes contiene informacion relevante para el mecanismo de
deposicion amiloide, y/o para procesos bioldgicos que favorecen este tipo de
agregacion por algun mecanismo actualmente desconocido (79-81). La
contribucion de ambos factores a la amiloidogénesis de las cadenas ligeras se

expondra con mayor detalle mas adelante.

Epidemiologia de la amiloidosis AL

La amiloidosis AL es la forma sistémica de amiloidosis diagnosticada con
mas frecuencia en los paises desarrollados. En general, no hay muchos
estudios acerca de la epidemiologia de la enfermedad y los publicados hasta el
presente dejan ver que tanto su incidencia como prevalencia varian
dependiendo del pais y el grupo poblacional estudiados. En Meéxico, la
incidencia de amiloidosis AL es practicamente desconocida. Hasta la fecha, hay
un unico estudio publicado en poblacion mexicana, que se realizé6 de forma
retrospectiva en individuos atendidos durante 30 afios en una institucion de
salud privada (108). Con base en los datos disponibles, los autores del estudio
sugieren que la amiloidosis AL es menos frecuente en la poblacién mestiza
mexicana que en los caucasicos(108). Otros estudios en poblacion mexicana
también han encontrado menor incidencia de otras discrasias de células
plasmaticas en mestizos mexicanos, en particular MGSU, mieloma multiple y
macroglobulinemia de Waldenstrom(109). Sin embargo, no puede descartarse
que la aparente menor frecuencia de discrasias de células plasmaticas en
mestizos mexicanos se deba al subdiagndstico de estas enfermedades en
ciertas poblaciones por baja sospecha entre los médicos practicantes
(108-110). En Inglaterra, la incidencia de AL amiloidosis se ha estimado en 3
casos por millén de habitantes por afio (111), mientras que en la poblacion del
condado Olmsted, en el estado de Minnesota, investigadores de la Clinica

Mayo estimaron la incidencia en 12 casos por millén de habitantes por afio, sin
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un incremento significativo de este parametro en el periodo de 1990 a 2015
(112). Basados en este dato, ellos estimaron que en Estados Unidos se
diagnostican 3859 nuevos casos de amiloidosis AL cada afo (112). Quizas el
estudio mas extenso fue el realizado a nivel nacional en Estados Unidos
usando las bases de datos de reclamos a las aseguradoras de pacientes con el
diagndstico de amiloidosis AL entre 2007 y 2015. Se estimd que la incidencia
nacional varia en el intervalo de 9.7 a 14.0 casos por millén de habitantes por
afno (113). En concordancia con el estudio realizado por investigadores de la
Clinica Mayo, no se se observé incremento de la incidencia nacional de
amiloidosis AL durante el periodo analizado, sin embargo, la prevalencia de la
enfermedad si aumenté de 15.5 casos por millén de habitantes por afo en
2007 a 40.5 casos por millon de habitantes por ano en 2015 (113). Este
incremento puede deberse a una mayor sobrevida de los pacientes con
amiloidosis AL a partir de la implementacion de mejores estrategias
terapéuticas y de diagndstico temprano. Segun este estudio, se estima que
actualmente alrededor de 12,000 adultos viven con amiloidosis AL en Estados
Unidos (113).

Recientemente, la Organizacion Mundial de la Salud incluyé a la amiloidosis AL
como una condicion sintomatica definitoria para mieloma multiple (llega a
presentarse hasta en el 15% de los casos). La amiloidosis AL representa hasta
el 65% de los casos de amiloidosis sistémica en el Reino Unido y el 93% en
China, observandose una ligera mayor incidencia de esta condicion en
hombres que en mujeres, asi como un incremento de su incidencia con la edad
(63, 11-114).

Caracteristicas clinicas de la amiloidosis AL.

La deposicion amiloide de cadena ligera puede ocurrir secundaria a
enfermedades linfoproliferativas que cursan con la sobreproduccién de una
cadena ligera monoclonal en estado libre, como el mieloma multiple, la
macroglobulinemia de Waldenstrom, la leucemia de células pilosas, y otras

malignidades de células B. Sin embargo, la mayoria de los casos en que se
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demuestra la presencia de amiloide AL, el desorden subyacente de las células
plasmaticas no llegar a ser abiertamente maligno, por lo que la enfermedad se

clasifica como Amiloidosis AL primaria (82).

No se debe descartar la ocurrencia de amiloidosis AL en cualquier paciente que
refiera fatiga, edema, pérdida de peso sin explicacion aparente, asi como en
casos de sindrome nefrético no diabético, hepatomegalia o un aumento en los

niveles de fosfatasa alcalina sin presencia de anormalidades hepaticas (83-85).

Los 6rganos mas frecuentemente afectados en los pacientes con amiloidosis
AL son rifiones y corazon (alrededor del 70% de los casos), si bien higado
(22%), sistema nervioso periférico (15%) y tejidos blandos (15%) también son
con frecuencia blanco de la deposicion de AL (86). A diferencia de otras
enfermedades hematologicas que tienen manifestaciones como anemia o
sangrado, la amiloidosis AL usualmente progresa hacia el establecimiento de
sindrome nefrético, insuficiencia cardiaca y/o neuropatia periférica, lo que
refleja en cada caso el impacto de la deposicion amiloide en los érganos blanco
(84). La presencia de macroglosia (87, 88) y purpura periorbitaria (89, 90) son
signos que estan asociados con la enfermedad (si bien no patognomoénicos
(91)), pero aparecen en menos del 15% de los casos. Debido a la gran
variedad de 6rganos que pueden ser afectados y a la pobre correlacion entre la
magnitud y distribucion de la deposicion y el grado de disfuncién organica,
existe una considerable heterogeneidad en la presentacion clinica de esta
patologia, lo que dificulta su diagnéstico temprano y el establecimiento de
terapias eficaces (84). Esto determina que la mayoria de los pacientes con
amiloidosis AL sean diagnosticados cuando aparecen los sintomas y signos de
disfuncion organica, condicion que reduce las opciones terapéuticas de las que
pueden beneficiarse (84). La amiloidosis AL es una enfermedad grave, cuyo
prondstico sele ser, generalmente, no alentador. La supervivencia de los
pacientes sin tratamiento suele ser de unos pocos meses, y se puede extender
a 3-4 anos aun bajo tratamiento en centros médicos especializados (84, 85,
92). Se ha demostrado que el diagnéstico temprano de la enfermedad mejora
significativamente la expectativa de sobrevida de los pacientes, debido a que,
cuanto mas temprano es el diagnostico, mayor es la probabilidad de que estos

tenga conservada la funcion de sus érganos, lo que los convierte en candidatos
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potencial a recibir terapias mas eficaces para la amiloidosis AL, como es el
trasplante de médula seguido de terapia ablativa (68, 94, 95). Esta terapia, si
bien potencialmente curativa, sélo puede ser aplicada en pacientes que no
presentan deterioro grave de la funcion de sus 6rganos vitales. Por lo anterior,
se hace necesario el desarrollo de métodos que permitan el diagnostico

temprano de la amiloidosis AL.

Diagnéstico de la amiloidosis AL.

Como para la mayoria de las enfermedades, el paso inicial en el
diagnostico de amiloidosis AL es la identificacion de sintomas y/o signos
sugerentes de la enfermedad, lo cual requiere un minucioso interrogatorio y
examen fisico. En aquellos pacientes en que se sospecha amiloidosis AL,
deben realizarse electroforesis con inmunofijacion de suero y orina, con la
intension de detectar la presencia en estos fluidos de una inmunoglobulina
monoclonal (92). Si una inmunoglobulina monoclonal es detectada, entonces el
paso siguiente es, como para cualquier otra amiloidosis, demostrar la presencia
de depodsitos amiloide en biopsia de tejidos. El estandar de oro para la
confirmacion histolégica de los depdsitos amiloide es la tincion con Rojo
Congo, que generalmente se realiza en biopsias de tejido celular subcutaneo
obtenido de la region periumbilical, o en biopsias de médula ésea o mucosa
rectal (96-98). Este método toma ventaja de la propiedad compartida por todos
los amiloides, cualquiera que sea su composicién quimica, de unir rojo Congo y
mostrar birrefringencia de color verde-manzana al ser analizadas en un

microscopio de luz polarizad (83).

La alternativa menos invasiva para la deteccion de los depdsitos de amiloide es
la tincidbn de aspirado de grasa abdominal subcutanea, sin embargo, esta
estrategia cuenta con baja sensibilidad (entre el 50 y el 80%, dependiendo el
reporte), por lo que un resultado negativo no necesariamente excluye el
diagnostico, requiriendose la toma de biopsia del 6rgano potencialmente
afectado si, a pesar del resultado negativo inicial, la sospecha permanece alta

(82, 99). Con mayor frecuencia, son los rifiones el origen de la biopsia

18



analizada en estos pacientes, debido a que es, junto con el corazén, el érgano

mas frecuentemente afectado en la amiloidosis AL (96).

Una vez que se ha confirmado la presencia de depdsitos amiloides, es
indispensable realizar el diagnéstico diferencial, lo que implica identificar la
proteina que esta formando los agregados fibrilares. Este paso es clave, dado
que permite determinar el tipo de amiloidosis que afecta al pacientes y en
consecuencia, definir el tratamiento mas eficaz (que va desde quimioterapia
hasta el trasplante del érgano afectado) y el manejo del paciente de acuerdo a
la proteina precursora (83, 92, 100). Actualmente, el estandar de oro para la
tipificacion de los depdsitos amiloide es la microdiseccion laser del material
amiloide y la secuenciaciéon parcial de la proteina fibrilar mediante analisis de
espectrometria de masas (96). Si embargo, este método esta disponible en
muy contadas instituciones médicas a nivel mundial, debido al alto costo de los
equipos que se requieren, asi como por el alto nivel de entrenamiento de las
personas encargadas de realizar el procedimiento. Por ello, la inmensa mayoria
de las instituciones de salud realizan la tipificacion de los depdsitos amiloides
mediante técnicas inmunolégicas que usan anticuerpos especificos contra los
diferentes precursores de amiloide. Tres métodos son las mas frecuentemente
usados: 1) inmunohistoquimica, 2) inmunofluorescencia y 3) microscopia
electronica de transmision (MET) con marcado con oro coloidal. En el caso de
la amiloidosis AL, la deteccion de los depdsitos se realiza mediante anticuerpos
policlonales contra determinantes antigénicos presentes en el dominio
constante de las cadenas ligeras kappa y lambda, por lo que se les conoce
como anticuerpos anti-kappa (k) y anti-lambda (A)(63). Se ha reportado que la
deteccion inmunohistolégica de los depdsitos AL con esta clase de anticuerpos
tiene una sensibilidad de entre 60% y 85% y una especificidad de alrededor de
90%, dependiendo del anticuerpo usado, el tipo de biopsia y el entorno médico
especifico (82, 96, 97, 101, 102). Esto significa que un numero importante de
casos de amiloidosis AL puede no ser identificado con exactitud y, en
consecuencia, no recibir el tratamiento especifico (96, 103-106). Varios factores
pueden complicar la identificacion inmunohistolégica de los depdsitos AL, como
la presencia de una sefal de fondo intensa derivada de la existencia normal de

inmunoglobulinas en los tejidos, o que durante el proceso de formacioén de las
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fibras o en la fijacion de las muestras, se eliminen o se destruyan los epitopos
que son reconocidos por los anticuerpos anti-k y anti-A (82). Es importante
tener en cuenta que, si bien la cadena ligera monoclonal completa puede
formar parte de los depédsitos AL, lo mas frecuente es que estos estén
compuestos por fragmentos de la proteina que incluyen so6lo el dominio
variable, o éste mas un fragmento de longitud variable del dominio constante
(65, 107). No se ha establecido con certeza si la fragmentacion de la cadena
ligera amiloidogénica ocurre antes, o después de la formacién de los depdsitos.
Los escasos datos disponibles sugieren que la fragmentacion se debe a la
accion de las proteasas de la matriz extracelular sobre los depdsitos de
amiloide formados por la cadena ligera intacta (107). La protedlisis de la
cadena ligera fibrilar pudiera ser consecuencia del proceso inflamatorio, con

infiltracién linfocitaria, que acompafa a la deposicién tisular.

La microscopia electronica utilizando inmuno-marcaje con oro coloidal es mas
especifica que la inmunohistoquimica (82, 85). Pruebas complementarias para
determinar el grado de disfuncion de los 6rganos incluyen el analisis de
aspirado de médula 6sea, electroforesis de suero y orina con inmunofijacién, lo
que permite la deteccion y clasificacion de cadenas ligeras libres y/o una
inmunoglobulina monoclonal, ecocardiograma, electrocardiograma vy
determinacién de proteinas en orina de 24 horas (82, 85). En muchos casos de
deposicion sistémica, la amiloidosis es catalogada como de tipo AL a partir de
descartar las de tipo AA o ATTR, dado que estas son las formas mas frecuentes
(82). Recientemente, se ha observado que la amiloidosis por transtiretina es
mas comun de lo que previamente se habia pensado y puede coexistir con
gammapatia monoclonal de significado indeterminado (MGUS, por sus siglas
en Inglés), lo que podria provocar diagndstico incorrecto y en consecuencia,

tratamiento inadecuado, con el potencial perjuicio del paciente (82, 104).

Anticuerpos.

Los anticuerpos son glicoproteinas secretadas por las células

plasmaticas que desempefian una funcidon clave en la respuesta inmune
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adaptativa. Estructuralmente, estos estan formados por dos tipos diferentes de
cadenas polipeptidicas, las cadenas pesadas (de alrededor de 50-55 kD y
450-550 residuos de aminoacidos, dependiendo de la clase) y ligeras (~25 kD y
alrededor de 214 residuos de aminoacidos), las cuales se asocian en pares
para dar la estructura basica del anticuerpo IgG. Las cadenas pesadas y
ligeras se mantienen unidas mediante puentes disulfuro, asi como mediante
numerosas interacciones no covalentes que se establecen entre los
aminoacidos que forman la interfase entre las cadenas. Los anticuerpos se
clasifican en “clases”, de acuerdo con la secuencia de la cadena pesada, y en
tipos, de acuerdo con la secuencia de la cadena ligera. En los mamiferos
existen 5 “clases” diferentes de inmunoglobulinas, IgG, IgM, IgA, IgD e IgE. En
algunos casos las clases IgG e IgA se subdividen en subclases (isotipos),
debido a polimorfismos en regiones conservadas de estas cadenas. Como

antes se menciond, las cadenas ligeras se subdividen en K y A(116).

Tanto las cadenas pesadas como las ligeras son proteinas multidominios, es
decir, se pliegan formando dos o mas dominios independientes con funcién
especifica(158). Las cadenas ligeras poseen dos dominios, el variable, o “VL”,
y el constante, o “CL”, mientras que las cadenas pesadas poseen cuatro
dominios, uno variable (VH) y tres constantes, denominados CH1, CH2 y CH3
(158-161). Como su nombre lo indica, los dominios variables se caracterizan
por alta heterogeneidad de la secuencia de aminoacidos, la cual se concentra
en tres regiones plegadas en forma de asa conocidas como “regiones o asas
hipervariables”, o “regiones determinantes de la complementariedad” con el
antigeno, o CDRs (del inglés Complementarity-determining Regions) (127).
Ademas de en secuencia, los CDRs son muy heterogéneos en longitud. Los
CDRs del dominio variable de cada par cadena ligera-cadena pesada del
anticuerpo se disponen espacialmente cercanos en la proteina nativa, dando
lugar al “sitio de unién con el antigeno”, o “paratope” (127, 160, 162). Los
dominios CL y CH1 interactua entre si, para formar lo que se conoce como
“‘interfase CL-CH1”. Los dominios CH2 y CH3 forman interfases con los
dominios homologos de la otra cadena pesada del anticuerpo y, en conjunto,
forman el segmento Fc del anticuerpo, o fraccidn cristalizable, que se obtiene

cuando el anticuerpo es digerido con papaina. Cada dominio de las cadenas
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ligeras y pesadas del anticuerpo adopta el plegamiento caracteristico de las

inmunoglobulinas, conocida como “sandwich $” (158, 159, 161).

Caracteristicas estructurales de las cadenas ligeras de anticuerpos.

Como veremos con mayor detalle mas adelante, los anticuerpos, o
inmunoglobulinas, estan formados por dos tipos de cadenas polipeptidicas, las
pesadas y las ligeras. La estructura mas simple de un anticuerpo, la de la IgG,
esta formada por dos pares de cadenas, dos ligeras y dos pesadas. Las
cadenas ligeras son proteinas de alrededor de 214 residuos de aminoacidos,
los cuales se pliegan en dos dominios, el variable (VL) y el constante (CL)
(Figura 4). Ambos dominios adoptan el plegamiento conocido como sandwich 3
de las inmunoglobulinas (35, 115). De acuerdo con la secuencia del CL, las
cadenas ligeras se clasifican en dos grades grupos, kappa (k) y lambda (A)
(116). Inicialmente, y tomando como criterio la similitud de secuencia de los
primeros 21-22 residuos del extremo N-terminal (regién marco 1, o RF1, por
sus siglas en Inglés), las cadenas ligeras fueron clasificadas en subgrupos de
VL (116). Tanto la clasificacion en k/A, como la clasificacion en subgrupos, se
bas6 en los patrones de reconocimiento de anticuerpos generados
inmunizando con cadenas ligeras y absorbiendo los anticuerpos de reaccion
cruzada con otras cadenas ligeras para hacerlos especificos (117, 118).
Posteriormente, la disponibilidad de miles de secuencias de inmunoglobulinas
compiladas en los bancos de secuencia, asi como de la estructura
cristalografica de decenas de anticuerpos, fragmentos Fab y cadenas ligeras
libre, permiti6 establecer las bases estructurales de estas categorias (116,
119-122). La secuenciacién de las regiones del genoma que albergan a los
segmentos de genes que codifican las inmunoglobulinas permiti6 comprender
las bases genéticas de la diversidad de los anticuerpos en general, y cadenas
ligeras en particular (120-122). Ahora se sabe que los subgrupos de VL, que
originalmente fueron establecidos con base en el patron de reconocimiento de
anticuerpos especificos para el FR1, representan grupos de cadenas ligeras

codificadas por segmentos de genes filogenéticamente relacionados, que son
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el resultado de eventos relativamente recientes de duplicacion génica y
divergencia ocurridos en la evolucion de los vertebrados (120-122). Debido a
los mecanismos de diversificacién de los anticuerpos, las cadenas ligeras son
estructuralmente muy heterogéneas, a tal grado que nunca han sido reportadas
dos cadenas ligeras idénticas en el mismo paciente, o una misma cadena

ligera en dos pacientes distintos.

Diversidad estructural de las cadenas ligeras de inmunoglobulinas.

La funciéon dual de los anticuerpos, como receptores de membrana en
los linfocitos B y como efectores solubles de la respuesta inmune adaptativa, se
basa en su capacidad de unién a una variedad casi infinita de moléculas
propias y extrafas. Esto lo logran a través de la capacidad de presentar, en
conjunto, una igualmente casi infinita variedad de sitios de union al antigeno o
paratopes (123). Tan alta diversidad estructural es consecuencia de los
mecanismos moleculares que generan el repertorio policlonal de anticuerpos,
los cuales operan tanto para las cadenas pesadas como para las ligeras (124).
Los mecanismos que generan diversidad en el repertorio de anticuerpos son
los siguientes: 1) unidon combinatoria, mediante recombinacion génica, del
repertorio de segmentos de genes VL, JL y CL de las cadenas ligeras y VH, D,
JH, y CL de las cadenas pesadas, 2) adicion de nucleétidos N en el sitio de
recombinacién VH/D y D/JH, 3) combinacién del repertorio de cadenas ligeras y
pesadas, y 4) mutaciones somaticas en la region variable de cadenas ligeras y
pesadas. Es importante hacer notar que, al margen de la diversidad de
secuencia que caracteriza a estas proteinas -0 probablemente gracias a esto-

sélo una pequena proporcidn de las cadenas ligeras llega a ser amiloidogénica.
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Contribucion de las mutaciones somaticas a la deposicion amiloide de las

cadenas ligeras.

Uno de los factores que modulan la propension de las cadenas ligeras a
formar amiloide son las mutaciones somaticas. Estos cambios puntuales
ocurren durante la fase de maduracion de la respuesta inmune, son
dependientes del antigeno que causa la activacion de la clona de linfocito B y
tienden a localizarse en el VL de la cadena ligera, en particular en las regiones
determinantes de la complementariedad con el antigeno, o CDRs, de acuerdo
a su denominacion en inglés “Complementarity Determining Regions” (125,
126). Debido a la tendencia a concentrar los cambios introducidos por las
mutaciones somaticas, los CDRs fueron conocidas como regiones
hipervariables (127). El fin funcional de las mutaciones somaticas es
incrementar la afinidad de interaccién del anticuerpo con el antigeno, lo cual
potencia las funciones bioldgicas de los anticuerpos en el curso de la respuesta
inmune, que depende de su capacidad de union con el antigeno (128-131). Por
otra parte, paralelo al efecto beneficioso, las mutaciones somaticas pueden
tener un impacto estructural deletéreo, pues pueden comprometer Ia
estabilidad termodinamica de la cadena ligera, favoreciendo su agregacion
(132-135). Numerosos estudios han encontrado una estrecha relacion entre la
propensiéon de las cadenas ligeras a depositarse en forma de amiloide in vivo, o
de formar agregados de tipo amiloide in vitro, y la presencia de mutaciones
somaticas en sitios estructuralmente claves del plegamiento (73, 74, 136). Es
importante mencionar que el efecto desestabilizador de las mutaciones
somaticas es favorecido por la secrecion de la cadena ligera en estado libre,
como es caracteristico de la amiloidosis. Los contactos que la cadena ligera
tiene con la cadena pesada en el contexto del anticuerpo completo, contribuyen
a la estabilidad de esta, logrando compensar el efecto desestabilizador de las
mutaciones (64). Se ha encontrado que el repertorio normal de anticuerpos
policlonales contiene cadenas ligeras con mutaciones somaticas altamente
desestabilizantes, cuyo impacto estructural se ha demostrado que es
incompatible con el plegamiento nativo cuando se evalua en la cadena ligera

libre (64). Asi, el efecto estabilizador de los contactos con la cadena pesada le
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permitiria a la cadena ligera incorporar mutaciones altamente desestabilizantes,
pero que, por otra parte, pueden ser ventajosas para la funcion de
reconocimiento. Esto ampliaria el espacio de secuencia accesible para la
cadena ligera, potenciando su funcién de reconocimiento, lo cual es
consistente con la naturaleza adaptativa de la respuesta de anticuerpos. Al
mismo tiempo, también resalta lo relevante que es la secrecion en estado libre

para el mecanismo de agregacion amiloide de la cadena ligera.

La secrecidn en estado libre pone a la cadena ligera en una condicion
vulnerable al efecto deletéreo de las mutaciones somaticas, asi como de
factores ambientales, que bajo ciertas circunstancias causan su agregacién
(64). Si consideramos que el anticuerpo completo representa el contexto
molecular en el que evoluciond la cadena ligera y en el que ejerce su funcion
normal, la deposicidn amiloide de las cadenas ligeras pueden considerarse, al

menos en parte, el resultado de su secrecion fuera de su contexto natural (64).

Contribucion de los isotipos Kk y A y los segmentos de genes VL a la

agregacion amiloide.

Las cadenas ligeras A se asocian con mayor frecuencia a la deposicién
amiloide que las k. La relacion k:A entre las cadenas ligeras amiloidogénicas es
de 1:3 (137), inverso al que caracteriza al repertorio normal de anticuerpos,
donde la relacion es de 2:1 (138). Con base en este hallazgo, se ha propuesto
que las cadenas ligeras A poseen ciertas caracteristicas estructurales que las
hacen mas propensas a formar amiloide. Estudios recientes, dirigidos a
determinar la frecuencia de los segmentos de genes de VL en la amiloidosis
AL, sugieren que la mayor frecuencia de las cadenas ligeras A en la amiloidosis
se explica, al menos parcialmente, por la fuerte asociacion de un numero
reducido de segmentos de genes VL A con la amiloidosis AL. Los segmentos
VL A cuya asociacion con la amiloidosis AL es mas clara son IGLV1-44 (1c),
IGLV2-14 (2a2), IGLV1-33 (3r) y IGLV6-57 (6a) (75, 77, 78). En conjunto, estos
segmentos de genes VL codifican el 67% (415) del total (616) de cadenas

ligeras amiloidogénicas A compiladas en la base de secuencia ALBase (http://
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albase.bumc.bu.edu/aldb/) (35, 80, 137). Es importante destacar que esta base

contiene, hasta el momento de redaccion de este documento, la secuencia de
808 cadenas ligeras amiloidogénicas, 616 (76.2%) de tipo A y 192 (23.7%) k.
Lo anterior sugiere que ciertos atributos estructurales, y/o la participacion en
procesos bioldgicos no identificados, hacen a las cadenas ligeras derivadas de
los segmentos de genes VL A antes mencionados altamente propensas a
depositarse como amiloide in vivo (80). De los cuatro, el segmento VL que
muestra la asociacion mas fuerte con la amiloidosis es IGLV6-57 (35, 76, 80).
Este segmento de gen, unico componente del subgrupo A6, codifica alrededor
del 20% de las cadenas ligeras A, lo que contrasta con su escasa frecuencia de
expresion en el repertorio policlonal de linfocitos B de médula dsea de
individuos normales que expresan una cadena ligera de tipo A, que es del 2%
(78, 139). La fuerte asociacion de IGLV6-57 con la amiloidosis también se
expresa en el hecho de que, con la unica excepciéon de la proteina Jto, todas
las cadenas ligeras A6 monoclonales identificadas hasta el presente han estado
asociadas a alguna forma de deposicion amiloide (140, 141). Se cree que la
alta propensién de las cadenas ligeras A6 a la deposicion amiloide esta
determinada en parte por elementos de secuencia codificados en la secuencia
de linea germinal del segmento de gen IGLV6-57 (79). Investigaciones
recientemente publicadas por el grupo dirigido por el Dr. Luis del Pozo Yauner

soportan esta propuesta (142).

.' A Figura 4. Estructura de las cadenas ligeras.

_:— Correlacién de la contribucién de los
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Papel de otros factores en la agregacién amiloide de las cadenas ligeras.

Sumado a las mutaciones somaticas y el segmento de VL, otros factores
también pueden contribuir a la deposicion amiloide de las cadenas ligeras in
vivo, asi como afectar el curso de la enfermedad. Uno de los factores mas
estudiados es la glicosilacion en sitios especificos de la cadena ligera. Las
glicosilaciones ocurren principalmente en la secuencia AsnXxxSer/Thr y se ha
visto que son mas frecuentes en las cadenas ligeras amiloidogénicas que en
las no amiloidogénicas (143-146). Estas secuencias pueden estar codificadas
en la linea germinal o resultar de los cambios introducidos por las mutaciones
somaticas. Se cree que las glicosilaciones incrementan el potencial de
agregacion de las cadenas ligeras mediante la desestabilizacion del estado
nativo, y/o al modificar las propiedades de superficie de la proteina (147, 148).
La glicosilacion también parece jugar un papel en la patogenia de otras formas
de amiloidosis, por lo que seria importante establecer si la promocién de la
agregacion amiloide se debe a un mecanismo general, no influido por la
secuencia de la proteina amiloidogénica o, al contrario, es secuencia

dependiente.

Algunos estudios sugieren que la capacidad de ciertas cadenas ligeras de
interactuar con componentes especificos de la matriz extracelular juega un
papel importante en el mecanismo de deposicidén amiloide. La interaccion
selectiva con componentes de la matriz podria explicar, ademas, por qué las
cadenas ligeras pertenecientes a ciertos subgrupos muestran tendencia a
depositarse preferencialmente en ciertos érganos. Entre los componentes de la
matriz extracelular cuyo efecto en la agregacion amiloide de las cadenas
ligeras ha sido mas estudiado se encuentran los glucosaminoglicanos (GAG)
(41, 149). Es bien conocido que las fibrillas amiloides de cadena ligera, asi
como de cualquiera de los otros precursores de amiloide, extraidas de los
depdsitos tisulares estan asociadas invariablemente con GAG. La variante de
GAG que predomina en los depdsitos, en asociacion con las fibrillas, es el
sulfato de heparan. Se ha encontrado que algunos GAG pueden interactuar
mas fuertemente con las cadenas ligeras amiloidogénicas que con las no

amiloidogénicas (150, 151). Los datos experimentales indican que los GAG
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promueven la agregacion selectiva de las cadenas ligeras amiloidogénicas, y
en algunos casos, promueven la formacion y estabilizacion de especies
oligoméricas (150, 152) Ademas, se ha reportado que ciertos GAG pueden
modular la cinética de la formacién de fibrillas de las cadenas ligeras, un efecto
que parece depender de la propensién natural de cada proteina AL a formar
fibrillas(150).

Los cambios genéticos que ocurren comunmente en el mieloma multiple y
MGUS, como las translocaciones en 14q y las deleciones en 13q, son también
caracteristicas de la amiloidosis AL. La translocacién t (11;14) es mas comun
en la amiloidosis AL (39-55%) que en el mieloma (15%) y se asocia con un
pronéstico adverso de la enfermedad. De igual forma, la ganancia en 1921 se

asocia con la progresion de mieloma y AL (153, 154).

La proteina 6aJL2 como un modelo de estudio de agregaciéon amiloide

Alo largo de las ultimas cuatro décadas, varios estudios evidenciaron la
fuerte asociacion entre las cadenas ligeras A6 y la agregacion amiloide (75-79,
139-141). La creciente evidencia aportada por estos estudios llevé a platear la
hipotesis de la posible contribucion clave de la linea germinal del segmento de
gen VL IGLV6-57 al comportamiento pro-amiloidogénico de las cadenas ligeras
A6. Para probar esta hipodtesis, Luis del Pozo Yauner y colaboradores disefiaron
la proteina modelo 6aJL2, la cual es un dominio variable de cadena ligera
recombinante con las secuencias de linea germinal de IGLV6-57 (también
conocido como 6a) e IGLJ2 (segmento de unién, o joining) (79). Esta proteina
consta de 111 aminoacidos y tiene un peso molecular de 11,952 Da (79). El
segmento de gen IGLJ2 es el mas frecuentemente expresado en células
plasmaticas que producen un anticuerpo con una cadena ligera A, incluidas

aquellas secretoras de cadenas ligeras A6 (79).

La proteina 6aJL2 ha sido ampliamente caracterizada en cuanto a sus
propiedades biofisicas y estructurales. Su estabilidad termodinamica ha sido

determinada mediante desnaturalizacién reversible con agentes caotropicos
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(urea y cloruro de guanidina) y mediante calentamiento (79). Varios estudios
han caracterizado la fibrillogénesis in vitro de 6aJL2, demostrando que esta
forma agregados fibrilares con las propiedades del amiloide in vitro en
condiciones de pH, fuerza ionica y temperatura similares a las fisiolégicas (79,
81, 155, 156). Tanto la cinética como el mecanismo de agregacion fibrilar han
sido estudiados mediante diferentes métodos biofisicos y espectroscopicos (79,
156). De acuerdo con un estudio realizado en el laboratorio del Dr. Daniel
Alejandro Fernandez (Facultad de Medicina, UNAM), la agregacion fibrilar de
6aJL2 involucra la formacidon de un intermediario no nativo, resistente al
calentamiento y a la presencia de urea, que parece no formar parte de la via de
plegamiento de la proteina (155). Estudios recientes realizados en nuestro
laboratorio sugieren que la hebra N-terminal (residuos 1-14) esta involucrada
en el mecanismo de agregacion de la proteina. Se demostré que mutaciones
puntuales en diferentes posiciones de esta hebra modulan la tendencia de la
proteina a agregarse en forma de fibra. Por ultimo, tanto la estructura
cristalografica como en solucion han sido determinadas mediante difraccion de
rayos x (156) y resonancia magnética nuclear (157). Estos antecedentes hacen
de la proteina 6aJL2 unos de los modelos mas usados y mejor caracterizados

para el estudio de la agregacién amiloide de las cadenas ligeras.

Las proteinas como antigenos.

Las proteinas pueden actuar como antigenos, es decir, causar la
produccion de anticuerpos en un animal de laboratorio cuando son inoculadas
en condiciones apropiadas. Debido a su complejidad estructural, las proteinas
generalmente poseen numerosas regiones que pueden ser identificadas por el
sistema inmune como blanco de anticuerpos. Estas regiones se denominan
“‘determinantes antigénicos” o “epitopos”. Los antigenos, dependiendo de su
naturaleza y estructura, pueden ser reconocidos por un numero variable de
linfocitos B, que proliferan y se diferencian a células plasmaticas, con el
consiguiente aumento de su capacidad para producir y secretar anticuerpos

que reconocen al antigeno que dio lugar a la respuesta inmune (163-165).
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Dado que este tipo de respuesta involucra la produccion de anticuerpos por
numerosos clones de células plasmaticas, se le denomina “respuesta
policlonal” de anticuerpos. Los anticuerpos policlonales, por su naturaleza, son
heterogéneos y reconocen una serie de epitopos del antigeno, por lo que el
efecto del cambio de uno o un pequefio numero de epitopos es menos
significativo (166). Dado que reconocen a varios determinantes antigénicos de
una misma proteina, los anticuerpos policlonales pueden ser mas sensibles
para detectar la presencia del antigeno, sobre todo si la preparacion de la
muestra que contiene el antigeno puede eliminar algunos de los determinantes
antigénicos del mismo (166). Los anticuerpos policlonales pueden producirse
de forma mas rapida, barata y con técnicas mas sencillas que las requeridas
para obtener anticuerpos monoclonales (166-168). Pueden ser obtenidos en un
lapso de dos a cuatro meses después de haber iniciado un esquema de
inmunizacion (166-168). Por otra parte, los anticuerpos policlonales tienen
como principal desventaja su composicion heterogénea. Esto se debe a que la
poblaciéon de anticuerpos presentes en el plasma de un animal de laboratorio
varia en el tiempo en funcion de la respuesta del sistema inmune a la entrada
constante de moléculas con capacidad antigénica en el organismo (166-168).
Los antigenos acceden al organismo ya sea por exposicion natural a los
componentes del entorno, o por inoculacion artificial. La consecuencia es que
es practicamente imposible obtener dos preparaciones de anticuerpos
policlonales idénticas, aun si la inmunizacion se realiza en el mismo animal.
Esto obliga a recalibrar las técnicas analiticas en las que se usan anticuerpos
policlonales cada vez que se cambia de preparacion de anticuerpos. Por otra
parte, los anticuerpos monoclonales derivan de una sola clona de linfocitos B,
por lo que son estructuralmente homogéneos y se unen al mismo epitopo
(166). Los primeros anticuerpos monoclonales fueron generados en raton
mediante la técnica de hibridoma, descrita por Milstein y Kéhler en 1975 (169).
La generacion de hibridomas comienza con la inmunizacion de un animal
contra un antigeno especifico y la posterior obtencion de sus células
esplénicas, entre las que hay numerosos clones de linfocitos B que fueron
activados por la inoculacion del antigeno. Los linfocitos B del bazo son

fusionados con una linea celular de mieloma carente de la enzima hipoxantina
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guanina fosforribosil transferasa (HGPRT) que, por otra parte, ha perdido la
capacidad producir anticuerpo. La fusion se lleva a cabo en presencia de
sustancias quimicas como polietilenglicol, que facilitan la fusién de la
membrana citoplasmatica de células que entran en contacto fisico. Las células
hibridas, resultado de eventos de fusion celular, son cultivadas en medio
selectivo, adicionado con hipoxantina, aminopterina y timidina (HAT), que
obliga a las células a utilizar una via alterna de sintesis de purinas a través de
HGPRT. Unicamente las células hibridas, con las caracteristicas de
inmortalidad de las células de mieloma y la enzima HGPRT procedente de los

linfocitos B, son capaces de sobrevivir en el medio selectivo (169, 170).

Las principales ventajas de los anticuerpos monoclonales, con respecto a los
policlonales, son su homogeneidad y alta especificidad, por lo que son utiles
para evaluar cambios de conformacién molecular, interacciones proteina-
proteina, estados de fosforilacion y la identificacién de miembros individuales
de una familia de proteinas. Sin embargo, varios estudios han demostrado que
los anticuerpos policlonales también pueden funcionar con sensores de la
conformacion de la proteina antigeno (171-173). Otra ventaja de los
anticuerpos monoclonales es que pueden ser producidos indefinidamente
mediante el cultivo del hibridoma productor (166). Sin embargo, la mono-
especificidad que caracteriza a los anticuerpos monoclonales puede limitar su
utilidad, dado que pequefios cambios en la estructura del epitopo, como
polimorfismos, glicosilaciones y desnaturalizacién, pueden afectar su afinidad
de union(166).

Anticuerpos anti-péptidos.

Como ha sido mencionado, cuando se usa una proteina como
inmundgeno, la respuesta de anticuerpos del animal inmunizado se dirige
contra todas las regiones de la molécula que son suficientemente
inmunogénicas como para causar una respuesta humoral eficaz. El resultado
es una mezcla de anticuerpos policlonales que reconocen diferentes

determinantes antigénicos. Si bien para ciertas aplicaciones esto puede ser
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beneficioso, en otra es totalmente desventajoso, sobre todo si lo que se desea
es dirigir la respuesta inmune hacia una region particular de la proteina. En
estos casos, una de las estrategias usadas frecuentemente es inmunizar los
animales con un péptido sintético con la secuencia de la region de la proteina
hacia la cual se desea dirigir la respuesta del animal. Este tipo de anticuerpos
se conocen como anticuerpos antipéptidos (174) y han sido usados por mucho
tiempo para diferentes aplicaciones. Los anticuerpos antipéptidos han
demostrado su utilidad en la caracterizacion estructural de proteinas, como es
la asignacion de estructura secundaria(175), determinaciéon de la organizacion
topoldgica de la cadena polipeptidica(176, 177), identificacion de regiones
localizadas en la superficie molecular, expuestas al solvente(178-182), la
identificacion de regiones de interface entre proteinas que forman
complejos(181, 183, 184), identificacion de sitio de unién hormona-
receptor(185), identificacion de epitopos neutralizantes en virus(186, 187), y el
estudio de los cambios conformacionales asociados a la funciéon de ciertas
proteinas (172, 188, 189). Por otra parte, la produccién de anticuerpos
antipéptidos se enfrenta a limitaciones determinadas por la inherente menor
antigenicidad de los péptidos, si se comparan con la proteina completa (173,
181). Para contender con esta desventaja, ademas del uso de adyuvantes de
diferente composicion (190), se han desarrollado varias estrategias, siendo una
de las mas frecuentes la conjugacion, mediante union covalente, del péptido
contra el cual se desea generar la respuesta inmune a una proteina altamente
inmunogénica, como la albumina sérica bovina o la hemocianina de la lapa
americana, comunmente conocida como KLH por su nombre en inglés Keyhole
limpet hemocyanin (191). KLH es una proteina de muy alto peso molecular y
altamente inmunogénica que se ha usado como portadora de moléculas poco
inmunogénicas, como peéptidos sintéticos de unos pocos aminoacidos (191,
192), y cadenas de ADN (193) o no inmunogénicas si se inyectan de forma
aislada, como gangliésidos (194) y haptenos (195). Otra estrategia desarrollada
para aumentar la respuesta de anticuerpos contra péptidos poco
inmunogeénicos es la de sintetizar moléculas de naturaleza peptidica con
estructuras ramificadas repetitivas, conocidas como “péptidos multi-

antigénicos” o también como “péptidos multi-epitdticos”. En la literatura
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cientifica son conocidos como MAP, por su nombre en Inglés “multiple antigen
peptide” (173). Los MAP se generan a partir de un nucleo inmunolégicamente
inerte formado por varias lisinas, el cual posee ocho o mas sitios en los que el
péptido contra el que se desea generar los anticuerpos es generado por
sintesis quimica. De ese modo, el MAP posee varias copias del mismo péptido,
denominandose MAP homomérico, o de dos péptidos diferentes,
denominandose MAP heteromérico. En cualquier caso, la estructura repetitiva y
el alto peso molecular de la molécula incrementa su inmunogenicidad (173,
196). La tecnologia de los MAP ha sido usada para inmunizaciéon antitumoral
(197, 198), vacunas antivirales (199-203), la induccién de respuesta de
anticuerpos protectores contra bacterias patéogenas (204) y parasitos
unicelulares, como los del género plasmodium (205, 206) y la produccién de
anticuerpos para uso diagnéstico (207, 208) y como herramientas para la
investigacion (209). Es importante hacer notar que los MAP, si bien tienen
multiples aplicaciones, también tienen algunas limitaciones, como la de no
siempre generar anticuerpos que muestren la capacidad de reconocer no solo
el péptido individual, también la proteina de la cual este se origina, que en

muchos casos es el objetivo deseado (210).

Uso de anticuerpos en el estudio de las amiloidosis.

Se ha reportado la generacion tanto de anticuerpos policlonales como
monoclonales capaces de reconocer especificamente fibras amiloides u
oligbmeros pre-fibrilares. Algunos de estos anticuerpos presentan la
caracteristica de reconocer epitopos genéricos asociados a un estado de
agregacion especifico, independientemente de la secuencia de aminoacidos. El
hecho de que estos epitopos estén ampliamente distribuidos, sean
distinguibles y no se sobrepongan entre fibras y oligdbmeros, sugiere que existe
una diferencia estructural en la organizacion de los polipéptidos entre ambas
estados de agregacién, condicidn que puede ser compartida por distintos tipos
de amiloides (211-215).
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La mayoria de los anticuerpos generados contra fibras amiloides tienden a
dirigirse hacia porciones no estructuradas de los péptidos, que no estan
formando parte del nucleo de las fibras. En caracterizaciones de anticuerpos
generados a partir de ratones inmunizados con fibras del péptido B (AB) se
encontré que la mayor parte de la respuesta estuvo dirigida hacia la porcién
amino terminal de 12 residuos del péptido (211-215). Se encontré que los
anticuerpos generados en la respuesta son capaces de reconocer formas
monomeéricas. Dicho reconocimiento da informacion de las partes del péptido
que no estan involucradas en la estructura de las fibras, pero dice muy poco

acerca de la naturaleza de las fibras mismas (212, 216).

La identificaciéon de epitopos conformacionales en las fibras amiloides afade
una nueva dimensién para el entendimiento de su estructura (212, 216). Los
anticuerpos conformacionales, es decir, aquellos que reconocen regiones del
antigeno que dependen del ordenamiento 3D de la molécula, tienen el
potencial de proveer informacion mas detallada y sensible acerca de los

fendmenos asociados al plegamiento incorrecto de las proteinas(217).

Existe evidencia que indica que las fibras maduras y los intermediarios
oligoméricos solubles comparten elementos de su estructura. Parte de esta
evidencia proviene de hallazgos realizados haciendo uso de anticuerpos que
reconocen epitopos genéricos a todos los tipos de amiloides y oligobmeros
solubles (213, 214, 217-219).

B. O’Nuallain y R. Wetzel han reportado la generacién de anticuerpos
monoclonales dependientes de conformacion de tipo IgM (WO1 y WO2)
obtenidos mediante la inmunizacion con fibra de ABso que son especificos para
los depdsitos amiloides y que no reconocen la forma nativa de la proteina
precursora amiloide u oligdmeros solubles (219). Estos anticuerpos también
son capaces de reconocer formas fibrilares de tipos de amiloides distintos,
incluidos transtiretina, poliglutamina y B2 microglobulina. Esto sugiere que
estos anticuerpos reconocen elementos estructurales compartidos por varios
amiloides, como pudieran ser las estructuras del nucleo fibrilar formado por
hebras  (219).
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Ademas del valor de los anticuerpos anti-fibora como sondas estructurales, el
estudio de la naturaleza de la respuesta inmune hacia el amiloide es de
especial importancia, debido al interés que existe en nuevos enfoques de
tratamiento, como la vacunacion activa y pasiva para disminuir y/o revertir el
crecimiento de los depdsitos amiloides, como se ha podido demostrar en

modelos animales de deposicion de cadenas ligeras y Alzheimer (219-221).

Desarrollo de un sistema diagnéstico.

Validacion de biomarcadores.

Antes de incluir un biomarcador particular en un panel adoptado para
diagndstico de rutina, se debe demostrar la validacion clinica del mismo. Se
debe demostrar la correlaciéon del marcador con procesos fisiopatoldgicos
especificos y criterios de valoracion clinica, asi como la reproducibilidad y
precision del método analitico. Alguno de estos requisitos pueden ser barreras
para la validacién clinica de un ensayo. Por ejemplo, cientos de biomarcadores
han sido identificados (o propuestos) para enfermedades complejas como el
cancer, sin embargo, solo un numero relativamente pequefio de estos
biomarcadores llega a ser clinicamente significativo, y la mayoria tiene un
significado clinico desconocido o esta caracterizado de forma incompleta.
Otros, aunque tedricamente adecuados, puede que no tengan una expresion

consistente o suficiente para justificar su inclusién en un ensayo.

La validacion técnica de un biomarcador en el contexto de un ensayo es un
proceso complejo que depende del método analitico, y que incluye la
sensibilidad del ensayo, especificidad, confiabilidad y reproducibilidad, asi
como la naturaleza de la muestra biolégica y su integridad. La especificad
corresponde a la capacidad del método de distinguir al biomarcador de interés
de otros componentes estructuralmente similares que se encuentren dentro de
la misma muestra. La confiabilidad y reproducibilidad determinan la precision
general del método analitico. La naturaleza de la muestra debe tomarse en

cuenta con respecto a la localizacion y distribucidon de la expresion del
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marcador; la muestra mas apropiada debe ser lo menos invasiva posible (orina,
esputo, saliva, suero, plasma o sangre total) y contener concentraciones
suficientes del analito. Por lo tanto, la viabilidad para obtener la muestra influye
en la validacién de un marcador. Si el método analitico presenta suficiente
sensibilidad, la eleccién de la muestra esta determinada por la facilidad de
recoleccidon y analisis de la misma. Por el contrario, si la sensibilidad constituye
un factor limitante y la medicion del marcador es problematica en un
determinado fluido biologico, entonces el tipo de muestra se selecciona de
acuerdo con la concentracion del marcador independientemente de si
representa un desafio mayor para la recoleccion y preparacion de la muestra
(244).

Asi pues, el desafio principal que se presenta al validar un biomarcador es la
caracterizaciéon de un marcador que esté presente en cantidades suficientes en
una muestra que sea estable y minimamente invasiva como para ser
detectable por los distintos tipos de inmunoensayos y, lo mas importante: que

se correlacione de forma fiable con un criterio de valoracion clinico.

Disponibilidad, estabilidad, especificidad y reactividad cruzada de los
anticuerpos como reactivos.

Podria decirse que el mayor impedimento para la integracion de un
inmunoensayo es la disponibilidad de anticuerpos de alta calidad (es decir,
estables y especificos) (245). Esto representa una variedad de desafios de
fabricacion, desde la generacién y caracterizacion de ligandos, la variabilidad

en el proceso de fabricacién del ensayo y la reactividad cruzada.

Los ensayos tipo sandwich se realizan adicionando una mezcla de anticuerpos
de deteccion a una muestra bioldgica, con la premisa de que cada anticuerpo
se unira a su analito diana. La agitacién térmica o0 mecanica asegura que cada
componente reactivo encuentre su objetivo. Esto también da como resultado
una interaccion de cada anticuerpo de deteccion con todos los demas analitos,
anticuerpos de captura y otros anticuerpos de deteccion, lo que aumenta las

oportunidades de reactividad cruzada (245). La reactividad cruzada puede
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comprometer el rendimiento de un ensayo. La calidad y reproducibilidad de los
inmunoensayos depende de la disponibilidad de ligandos de captura altamente
especificos para unirse estrechamente a los analitos diana. Sin embargo,
predecir interacciones de alta afinidad entre proteinas es complejo debido a la
hidrofobicidad y heterogeneidad en el tamaio de los aminoacidos
constituyentes. Actualmente, los anticuerpos monoclonales generados por
técnicas clasicas de hibridoma constituyen los ligandos de captura mas
utilizados (246). La produccion y caracterizacion a gran escala de los
parametros de afinidad, especificidad, reactividad cruzada y cinética (a saber,
tasas de asociacion y disociacién) son procesos laboriosos y costosos que
dificultan la validacion de un reactivo; ademas, los anticuerpos validados para
un ensayo pueden presentar reactividad cruzada cuando se adoptan a distintos
formatos de ensayos, lo que indica la necesidad de validar los anticuerpos para

una aplicacion especifica (247).

La quimica de los anticuerpos también debe considerarse en el contexto de la
inmovilizacién con el fin de mantener la precision y reproducibilidad de un
inmunoensayo. Los anticuerpos son relativamente estables en comparacion
con otras proteinas, aunque incluso una desnaturalizacibn minima puede
exponer regiones hidréfobas que predisponen la union no especifica y alteran

potencialmente el limite de deteccion inferior (247).

Antecedentes.

Los anticuerpos disponibles comercialmente para la deteccion de
depositos amiloides estan dirigidos a epitopes localizados en el dominio CL. Se
ha demostrado que hasta en el 40% de los casos, estos anticuerpos no
reconocen adecuadamente los agregados amiloides de cadena ligera, lo que
impide realizar el diagnostico correcto del paciente y establecer el tratamiento
debido (96, 102). No se ha establecido con certeza la causa de este fallo de
reconocimiento, pero se cree que se debe a la falta del dominio CL en los
depdsitos, debido a su destruccion por las proteasas de la matriz extracelular, o

por la destruccidon de los epitopes que estos anticuerpos reconocen durante la

37



preparacion del tejido para realizar la técnica histolégica. En ocasiones, no es
posible establecer el diagndstico debido a que los anticuerpos anti-CL pueden
tener reaccion cruzada con las cadenas ligeras de los anticuerpos policlonales
presentes en el tejido, lo cual genera una reaccion de fondo que impide el
diagnostico inequivoco de amiloidosis AL. Una alternativa a los anticuerpos
anti-CL es la de generar anticuerpos que reconozcan epitopes del dominio VL,
el cual determina la capacidad amiloidogénica de las cadenas ligeras y en
consecuencia siempre esta presente en los depdsitos. Idealmente, los
anticuerpos anti-AL debe ser especifico para determinantes antigénicos cuya
distribucion se restringe a los agregados amiloides de cadena ligera, no
reaccionando con la proteina soluble. Es importante hacer notar que los
anticuerpos anti-VL representan un reto metodoldgico, debido a la alta
variabilidad de secuencia de este dominio. Sin embargo, el Dr. Alan Solomon y
colaboradores demostraron que es posible producir tanto anticuerpos
policlonales como monoclonales que reconozcan determinantes antigénicos del
VL, los cuales puede diferenciar cadenas ligeras pertenecientes a diferentes
subgrupos VL (118, 222, 223). Ademas, el grupo del Dr. Alan Solomon
demostré que algunos anticuerpos anti-VL pueden reconocer determinantes
antigénicos compartidos por cadenas ligeras pertenecientes a diferentes
subgrupos VL. Los trabajos del grupo del Dr. Solomon dejan claro que los
anticuerpos anti-VL tienen aplicacién tanto para el diagnéstico como la terapia
de la amiloidosis AL (221, 224, 225).

Uno de los objetivos del laboratorio de Estructura de Proteina del Dr. Luis del
Pozo Yauner (INMEGEN) es el desarrollo de agentes con aplicacion tanto en el
diagndstico como en la terapia de la amiloidosis AL. Este tipo de agente se
conoce como teranosticos y representan un area muy activa de la
investigacion, con mucho potencial de aplicacion en enfermedades
neurodegenerativas y por plegamiento incorrecto de las proteinas (226-229), el
cancer (230-236), las enfermedades del corazon (237), los desordenes
autoinmunes (238, 239), las enfermedades endocrino-metabdlicas (240, 241),
enfermedades parasitarias (242), entre otras. Los trabajos del laboratorio se
han basado en la proteina modelo 6aJL2, la cual, como se mencioné antes, es

un dominio variable (VL) recombinante con la secuencia de la linea germinal de
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los segmentos de gen IGLV6-57 e IGLJ2(79). El segmento de gen IGLV6-57 es
el unico miembro del subgrupo de VL A6 y estd muy fuertemente asociado a la
agregacion amiloide. Esto se refleja en la alta proporcion de cadenas ligeras
amiloidogénicas reportadas en la base de secuencias AL-Base que derivan de
este segmento de gen (http://albase.bumc.bu.edu/aldb). Basado en las
evidencias que ligan a este segmento de gen con la amiloidosis, se postuld que
al menos parte de los determinantes estructurales que hacen a las cadenas
ligeras A6 altamente propensas a formar amiloide in vivo estan contenidas en la
secuencia de la linea germinal del segmento IGLV6-57. Aplicando una
estrategia basada en algoritmos computacionales de prediccidén, disefo y
caracterizacion de libreria de péptidos sintéticos, protedlisis parcial con varias
proteasas, difraccion de rayos X asi como varias varias técnicas
espectroscopicas, el laboratorio del Dr. Luis del Pozo Yauner identificé varios
fragmentos de la proteina 6aJL2 que forman agregados fibrilares con las
propiedades del amiloide in vitro(142). En total, se identificaron tres fragmentos
fibrilogénicos de 6aJL2. Un fragmento, que resulté el mas fibrilogénico de
todos, se extiende desde Ser26 a Arg39 e incluye el CDR1 y parte de la hebra
B C. Un segundo fragmento se extiende de Phe62 a Lys79 y en la proteina
nativa incluye las hebras B D y E, El tercer fragmento fibrilogénico es el
estructuralmente mas complejo, pues esta formado por dos subfragmentos
unidos por el enlace disulfuro entre Cys23 y Cys88, union covalente
intradominio invariante en el dominio VL(142). Estos resultados llevaron a
sugerir que la agregacion amiloide de la proteina 6aJL2, asi como de las
cadenas ligeras A6 es promovida por varias regiones profibrilogénicas que
estas distribuidas a todo lo largo del dominio. De acuerdo con esta propuesta,
las regiones promotoras de la agregacion de 6aJL2 estarian involucradas en la
formacion del nucleo estructural compacto de la fibra amiloide, rico en
estructura 3, mientras que aquellas que no forman amiloide in vitro, como se
demostrd en el estudio previo(142), se localizarian hacia la periferia de la
estructura fibrilar, adoptando una conformacion mas flexible y potencialmente
mas expuesta al solvente. También se propuso que, como un requerimiento
estructural obligado en el mecanismo de agregacion, la implicacion de todas o

la mayoria de las regiones profibrilogénicas de 6aJL2 en la estructura del
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nucleo fibrilar implicaria el amplio reordenamiento estructural de la proteina. Un
estudio muy reciente del laboratorio del Dr. Luis del Pozo Yauner, en
colaboracion con laboratorios de Francia y Suiza, aplicé resonancia magnética
nuclear en estado sdlido y demostré que la agregacion amiloide de 6aJL2
implica una amplia reconversiéon conformacional de la molécula, que afecta a
todas sus partes (243). Los hallazgos de estos estudios son consistentes con la
idea de que varias regiones de la proteina 6aJL2 van a tener una conformacion
diferente en el estado fibrilar respecto al nativo. Algunas de estas regiones va a
formar parte del nucleo B de la fibra, mientras otras van a quedar decorando el
exterior de este. Debido al amplio reordenamiento que sufre la proteina para
alcanzar la conformacion fibrilar, puede esperarse que la conformacion de la
mayor parte de las regiones de 6aJL2 esté determinada por contactos locales,
de corta distancia, que es cercano a los que ocurre en los péptidos. Puede
deducirse que un péptido sintético con la secuencia de una region de 6aJL2
que sufre un amplio reordenamiento conformacional en el contexto de la
proteina fibrilar debe adoptar una conformacion en solucién mas cercana a la

conformacién fibrilar que a la que adopta la regién en la proteina nativa.
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Il JUSTIFICACION

Los métodos utilizados actualmente para el diagnodstico de las
amiloidosis presentan varios inconvenientes. El diagnéstico especifico de la
amiloidosis AL se realiza mediante la tipificacion inmunohistoquimica de los
depositos tisulares con anticuerpos que reconocen el dominio constante (CL)
de la cadena ligera; sin embargo, hasta el 30% de los casos no pueden ser
correctamente identificados debido a que frecuentemente el CL no esta
presente en los depdsitos. A esto hay que afiadir la menor especificidad de los
anticuerpos contra las cadenas ligeras amiloidogénicas tipo lambda (248). Las
técnicas mas modernas incluyen tinciones con anticuerpos que detectan
oligobmeros pre-fibrilares, que no se unen a proteinas plegadas de forma nativa
o0 mondémeros; sin embargo, dada la posibilidad de que otras proteinas
agregadas estén presentes en los tejidos, la especificidad es limitada (249).
Otros métodos, como la microscopia de fuerza atdomica, requieren de equipos
especializados. La mayoria de las instituciones de salud publicas en México no
cuentan con los equipos y/o reactivos necesarios para realizar este tipo de
ensayos. El uso de ensayos de ELISA podria proporcionar una herramienta
para la deteccion rapida de agregados. Es por esto que se propone el
desarrollo de un sistema para la identificacion de depédsitos amiloides de
cadenas ligeras basado en anticuerpos monoclonales murinos que reconozcan
epitopes del dominio variable mediante ELISA. Esto ayudara a un diagnostico
mas preciso de la enfermedad y por lo tanto a una mejora en el manejo de los

pacientes.

Basados en estos antecedentes y razonamientos, se plantea la siguiente

hipotesis de trabajo:
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M. HIPOTESIS

Los anticuerpos generados a partir de la inmunizacién con fragmentos
peptidicos del dominio variable de la cadena ligera reconoceran el estado
fibrilar de la proteina. Este tipo de anticuerpo permitira identificar depdsitos de
agregados fibrilares amiloides en muestras de tejido obtenidos de un modelo
de deposicion amiloide en ratones. Los anticuerpos seran capaces, mediante
ELISA, de distinguir entre cadenas ligeras derivadas de distintas lineas
germinales permitiendo llevar a cabo tipificacion de depdsitos tisulares

amiloides en muestras de pacientes.

IV. OBJETIVOS

Desarrollar un sistema de inmuno-tipificacion de depdsitos tisulares
amiloides de cadenas ligeras basados en anticuerpos monoclonales o
policlonales que reconozcan epitopes localizados en el dominio variable de la

proteina 6aJL2.
Objetivos Especificos

1. Generar anticuerpos policlonales y monoclonales mediante la inmunizacién
de animales de laboratorio (conejos y ratones, respectivamente) con péptidos
sintéticos con la secuencia de regiones especificas de la proteina 6aJL2 que

participan en el mecanismo de agregacion amiloide.

2. Establecer la capacidad de los anticuerpos monoclonales o policlonales anti-
péptidos para reconocer el estado fibrilar de la proteina 6aJL2 en

inmunoensayos in vitro.

3. Determinar la capacidad de los anticuerpos monoclonales o policlonales anti-
péptidos de reconocer depdsitos de agregados amiloides de la proteina 6aJL2
en muestras de tejido obtenidas de un modelo murino de deposicién amiloide

(modelo de amiloidoma).
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V. MATERIAL Y METODOS

Seleccion de las secuencias para la produccioén de los anticuerpos

policlonales.

Uno de los objetivos fundamentales de este proyecto es la generacién
de anticuerpos, ya sean de origen policlonal o monoclonal, con propiedades de
reconocimiento novedosas, diferentes de las de los anticuerpos usualmente
usados en las técnicas de inmunotipificacion de depdsitos de amiloide de
cadenas ligeras, los cuales reconocen epitopos nativos de los dominios
constantes de tipo k y A. Los datos del analisis de los agregados fibrilares de la
proteina 6aJL2 mediante diferentes técnicas espectroscépicas sugieren con
fuerza que la agregacion amiloide de esta proteina se acompafa del
reordenamiento conformacional amplio de la molécula. Los resultados del
analisis mediante resonancia magnética nuclear en estado sdélido de los
agregados fibrilares de la mutante puntual 6aJL2-R25G, realizado
recientemente en colaboracién con grupos europeos, son consistente con una
conformacién de la proteina en el estado fibrilar ampliamente diferente de la
nativa. Con base en estos antecedentes, se tenian, al menos, dos alternativas.
Una primera era usar los agregados fibrilares de la proteina 6aJL2 como
inmundgeno en el proceso de generacion de los anticuerpos, tanto policlonales
como monoclonales. La segunda alternativa era usar péptidos sintéticos con la
secuencia de regiones especificas de la proteina 6aJL2 para inmunizar los
animales de laboratorio. Se decidié aplicar la segunda estrategia, debido a las
ventajas que se discutiran en extenso en la seccién indicada de esta tesis. Se
eligieron cinco regiones diferentes de la proteina, las cuales se destacan por su
papel estructural clave en la formacién de los agregados amiloides. Estas

regiones son:

1) Region Ans1 a Ser12, que comprende la hebra-f A (N-terminal). La

secuencia de la regién elegida es {INFMLTQPHSVS1>.
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2) Region desde Ser14 a Cys23, la cual comprende la hebra-f B. La
secuencia de la regién elegida es 14SPGKTVTISCas.

3) Region desde Arg25 a Tys36, que comprende el asa de reconocimiento
CDR1. La secuencia de la region elegida es :sRSSGSIASNYVQWY 6.

4) Region Ser42 a Ser56, la cual contiene las hebras § C'y C”. La
secuencia de la regioén elegida es la siguiente: 42SSPTTVIYEDNQRPSse.

5) Region desde Asp60 a Ala71, incluye la hebra-f E y el asa que le

continua, ambos localizados en la region FR3. La secuencia de la region
elegida es la siguiente: so)DRFSGSIDSSSNSA71.

La localizacion de las regiones enlistadas en la estructura 3D de la proteina

6aJL2 se muestra en la figura 4.

Produccién de policlonales.

Los anticuerpos policlonales contra péptidos sintéticos con secuencia de
regiones especifica de la proteina 6aJL2 fueron producidos en conejos New
Zealand por la companfia GenScript Co. Para la inmunizacion de los animales,
los péptidos sintéticos fueron conjugados con hemocianina de la lapa
americana (KLH). Esto se hace con el objetivo de incrementar la
inmunogenicidad de los péptidos, que por si solos son poco inmunogénicos. De
acuerdo con la informacién recibida de la compania, en la primera inoculacién
se usO adyuvante completo y en las cuatro restantes inoculaciones el
adyuvante usado fue el incompleto de Freund. No se obtuvo mas informacién
de la comparia acerca del método de inmunizacion y de evaluacion de la
respuesta inmune. Los anticuerpos policlonales anti-péptido sintético fueron
purificados mediante cromatografia de afinidad. La pureza de la preparacion
final de anticuerpos fue = 94%. De acuerdo con la informacién recibida de la
compaiia, una vez purificados, los anticuerpos fueron diluidos en solucion
salina tamponada con fosfato (PBS, pH 7,4), a la que se le adicion6 azida de

sodio al 0,02% como agente antimicrobiano. La concentracion de anticuerpos
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en las preparaciones finales fue determinada mediante espectrofotometria UV
(280 nm).

Produccioén de anticuerpos monoclonales.

1. Inmunizacién.

Se preparo un lote de tres ratones Balb/c hembras de seis semanas
para ser inmunizados. Se preparé una emulsion de antigeno y adyuvante,
tomando 74.5 ul de fibra amiloide de 6aJL2 (671 ug/ml), equivalente a 50 ug de
fibra, se adicionando 25.5 ul de TiterMax® Gold (TiterMax® Gold Adjuvant,
Sigma-Aldrich) para completar 100 ul para cada ratén. La mezcla se agitd
hasta obtener una emulsién estable color blanco. Previamente a la
inmunizacion, los animales fueron sedados y sangrados por el plexo retro-
orbital con ayuda de una pipeta Pasteur, obteniendo aproximadamente 500 pL
de sangre. La sangre se dejé 1 hora a 37 °C para obtener un coagulo,
posteriormente las muestras fueron centrifugadas por 10 min. a 5000 rpm, y se
separé el suero del coagulo. Las muestras se guardaron a -20°C. Los ratones
fueron inoculados inyectando 100 ul de la preparaciéon de antigeno por via
intraperitoneal. Los ratones fueron inmunizados cada semana durante 6
semanas. Se tomaron muestras de sangre por via retro-orbital cada dos
semanas para evaluar la respuesta inmune de los animales. Una vez que los
ratones alcanzaron titulos adecuados de anticuerpos IgM e IgG, se seleccion6
el animal con los titulos mas elevados y se le realizd un ultimo estimulo
inyectando el doble de antigeno una semana antes de llevar a cabo la fusion

celular.

2. Fusion de células de bazo y células de mieloma

Preparacion de células esplénicas.

El raton inmunizado fue sangrado por via retro-orbital para obtener el
suero y determinar los titulos de anticuerpos por ELISA. El ratén fue sacrificado

por dislocacién cervical. En campana de flujo laminar se realizé lo siguiente: Se
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extrajo el bazo en condiciones asépticas. Se coloco el bazo en una caja de
Petri estéril, que contenia 5 ml de medio DMEM (GE Healthcare HyClone™
Dulbecco's Low Glucose Modified Eagles Medium) sin suero fetal bovino (SFB)
y un cuadro de tela de organza estéril. El bazo se envolvidé con la tela de
organza y con ayuda del émbolo de una jeringa estéril se presiono el bazo
suavemente para disgregar el tejido, el material fue resuspendido con ayuda de
una pipeta Pasteur. Se colocé la suspension celular en un tubo Corning de 50
ml y se lavo una vez con medio DMEM sin SFB, mediante centrifugacion a
1200 rpm durante 10 minutos a 37°C., y se desechd el sobrenadante. Se
resuspendio el botdn celular en 50 ml de medio DMEM y se centrifugd

nuevamente.
Preparacion de las células de mieloma.

Las células de mieloma usadas para la fusion celular fueron mantenidas
en crecimiento exponencial en medio DMEM con SFB. Para esto, se
sembraron 24 horas antes, colocando aproximadamente 5x10¢ células de
mieloma en botellas de 75 cm? con 20 ml de medio DMEM enriquecido con
10% de SFB y se incubaron a 37°C en atmdsfera de 95% de aire y 5% de COs.
El dia de la fusion las células fueron resuspendidas mediante agitacion suave;
posteriormente con ayuda de una pipeta de 5 ml la suspension se coloco en un
tubo Corning de 50 ml y se centrifugé a 1200 rpm durante 10 minutos. Se
elimind el sobrenadante y se resuspendié el boton en medio DMEM sin suero

fetal bovino.
Fusion Celular.

Se mezclaron las células de bazo y las de mieloma en una relacion
aproximada de 5:1 (5 células espléndidas por 1 célula de mieloma) en un tubo
Corning de 50 ml y se centrifugaron a 1200 rpm durante 5 minutos. Se elimino
el sobrenadante y las células se disgregaron suavemente. Se agregaron 500 pl
de polietilenglicol (PEG al 42%) poco a poco, en un tiempo aproximado de 60
segundos agitando suavemente. Posteriormente se agregaron 5 ml de medio
DMEM sin suero fetal bovino, por goteo y agitando suavemente en un lapso de
3 min; de la misma forma se adicionaron 15 ml mas en un lapso de 1 minuto y

se centrifugd a 1200 rpm durante 10 min a 37°C. Se elimino el sobrenadante y
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se resuspendieron las células en medio DMEM con 10% de SFB adicionado
con HAT. Se colocaron 200 pl por pozo en placas de 96 pozos y se cultivaron a
37°C en atmésfera humeda con 95% de aire y 5% de CO2. Las células fueron
revisadas diariamente para localizar pozos con hibridos viables (que se
presentan como cumulos de células), descartar contaminacion y realizar
recambios del medio de cultivo. Diez dias después de la fusion celular se
realizé el cambio a medio de cultivo adicionado con HT por 5 dias, al transcurrir

estos las células se cultivaron con medio DMEM con 10% de SFB.

3. ELISA para la deteccion de anticuerpos.

Para la identificacion de hibridos productores de anticuerpos se tomo el
sobrenadante de los cultivos para la realizacion de ELISA de captura de
anticuerpos, que se llevo a cabo de la siguiente manera: el antigeno se diluyé
en solucion amortiguadora de carbonatos pH 9.6 para obtener una
concentracion de 10 pg/ml, y se sensibilizaron placas Corning® Costar de 96
pozos con un volumen de 100 yl por pozo de la solucién de antigeno. Las
placas se incubaron 4°C durante toda la noche. Al dia siguiente, se elimind la
soluciéon vertiendo el contenido de los pozos y se secO el exceso sobre una
gasa. Se realizaron tres lavados de 5 minutos cada uno con 200 ul/pozo de
solucion salina de fosfatos y Tween 20 0.05% (PBS-Tween 20). Posteriormente
se agregaron 200 pl/pozo de solucién de bloqueo (leche descremada al 5% en
PBS-Tween) y se incubd durante 30 minutos a 37°C. Se realizaron tres
lavados. Se tomaron 100 pl de sobrenadante de cada pozo de los cultivos y se
colocaron directamente en los pozos de la placa de ELISA. Se incubé a 4°C
durante toda la noche. Al dia siguiente, se realizaron los lavados y se colocaron
100 pl del conjugado anti-lgG de raton H+L acoplado a peroxidasa a una
dilucion 1:2000 en PBS-Tween. Se incubd por 2 horas a 37°C y después se
realizaron 3 lavados. En cada pozo se colocaron 100 ul de la solucion
cromoégeno/sustrato de OPD+H202, y se dejo incubando durante 30 minutos.

Se detuvo la reaccion enzimatica afiadiendo 100 pl de acido sulfurico 2N para
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peroxidasa. Se leyeron las absorbancias en un lector de placas de ELISA
ThermoScientific Multiskan GO.

4. Clonacion.

Una clona es una poblacion o colonia de células derivadas de una sola
célula progenitora. La especificidad de los anticuerpos producidos por los
hibridos celulares se incrementa mediante la clonacion. El procedimiento se
realizd6 como sigue: Se colocaron 100 ul de medio de cultivo DMEM-10% SFB
en toda la fila A de una placa de cultivo de 96 pozos. Se tomaron 100 pl de
suspension celular de aquellos hibridos positivos a la fibra amiloide de 6aJL2 y
se colocaron en la posicion A1y a partir de esta se hicieron diluciones dobles
seriadas hasta el final de la fila, se dejaron reposar las células durante 10
minutos. Se contaron las células de cada pozo en un microscopio invertido y
aquel pozo que contenia de 30 a 40 células se diluyé en 18 ml de medio
DMEM con SFB al 10%. De esta suspension celular se sembraron 200 ul por
pozo en las 7 filas restantes de la placa. La placa se mantuvo a 37°C con 95%
de aire y 5% de CO:2 durante una semana. Posteriormente se reviso la
presencia de clonas celulares y aquellos pozos donde sélo se encontraron un
cumulo de células fueron seleccionados para probarlos en ELISA y determinar
si las clonas estaban secretando anticuerpos especificos; las clonas positivas
fueron elegidas para una nueva clonacion y su subsiguiente expansién en

cultivo.

Seleccion de secuencias de proteinas amiloidogénicas.

Para evaluar la especificidad del reconocimiento de los anticuerpos
generados en este proyecto, se requirid disponer de un panel de dominios
variables recombinantes de cadenas ligeras, pertenecientes al subgrupo A6, asi
como a otros subgrupos x y A. Para ello, se seleccionaron aleatoriamente un
grupo de 11 cadenas ligeras amiloidogénicas, cuya secuencia esta depositada

en la base de secuencias ALBase (http://albase.bumc.bu.edu/aldb). AL-Base,
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conocida también como “Amyloid Light Chain Database” es una base de datos
curada y una coleccién de herramientas analiticas y graficas disefiadas para
facilitar el analisis de las cadenas ligeras amiloidogénicas identificadas en
pacientes con amiloidosis AL. AL-Base fue creada por investigadores del
Centro de Amiloidosis del “Boston University Medical Center” y contiene 4364
secuencias anonimas de nucleétidos y aminoacidos de cadenas ligeras, de las
cuales 808 codifican proteinas monoclonales que se demostré clinicamente
que forman depdsitos amiloides en pacientes con AL. El grupo de secuencias
seleccionadas incluye 5 de cadenas ligeras A6, dos cadenas ligeras A1, una
cadena ligera A2, dos cadenas ligeras k1 y una cadena ligera k4. Las
secuencias fueron enviadas a la compania GenScript para la sintesis de los
segmentos de ADN con la secuencia de estas proteinas. Una vez sintetizados
los genes, estos fueron clonados en el vector de expresion en bacteria
pET27b+. La secuencia del inserto clonado en cada caso fue verificada en la
compaiia mediante los procedimientos convencionales. La secuencia obtenida
en cada caso fue recibida como parte de la informacion que la compafiia
provee al cliente. Se verificd cuidadosamente que cada construccion tuviera un
inserto con la secuencia esperada. La compafia proporciond las
construcciones como material liofilizado. Estas construcciones fueron usadas
para expresar las cadenas ligeras del panel en bacteria E. coli de la cepa

BL21(DE3), como se describe a continuacion.

Transformacion de construcciones de rVL amiloidogénicos en células de
E. coli BL21(DE3).

Las preparaciones liofilizadas de las construcciones de los dominios
variables recombinantes clonados en pET-27b fueron resolubilizadas en agua
calidad miliQ, usando el procedimiento sugerido por el proveedor (GenScript).
Se determind la concentracion de cada solucidon mediante espectrometria a
260 nm y se hizo el calculo para la preparacion de las soluciones de trabajo
(6ng/ul) de cada una. Se tomd un volumen suficiente de células competentes

E. coli BL21 (DE3) almacenada a -80 °C en gliceron 15% y se descongelaron
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en hielo por aproximadamente 30 min. Después se tomaron 5 pl de la dilucién
de trabajo 6 ng/ul de cada construccion y se depositaron en tubos plasticos de
1.5 ml, para tener una cantidad total de ADN plasmidico por tubo de ~30 ng.
Posteriormente se depositaron 50 ul de células competentes en cada tubo y se
mezclé cuidadosamente. Se incubaron las mezclas células/ADN en hielo
durante 30 minutos, luego se incubaron los tubos a 42 °C por 45 segundos en
un Thermoblock e inmediatamente los tubos fueron regresados al hielo y
mantenidos en él por dos minutos. Se afadieron 500 ul de medio SOC (sin
antibidtico) a las bacterias y se incubaron a 37 ‘C durante 45 minutos con
agitacion constante. Finalmente se depositaron 100 ul de cada cultivo en
placas de LB-agar suplementado con kanamicina 30 ul/ml y se incubaron a 37
°C toda la noche. Es importante hacer notar que el vector pET27b porta un gen
que confiere resistencia a la kanamicina a la bacteria transformante, por lo que
el cultivo en placas de LB-agar/kanamicina de las bacterias sometidas a la
transformacion por shock térmico permite seleccionar las bacterias
transformantes. Al dia siguiente, se seleccion6 una colonia por placa, de la cual
se transfirieron bacterias a 10 ml de medio liquido LB/kanamicina 30 ug/ml
contenido en tubos Corning de 50 ml. Los tubos se inocularon de forma
independiente con células tomadas de cada una de las colonias
correspondientes a cada transformacion. Se dejaron incubando toda la noche a
37°C con agitacion constante. A partir de estos cultivos se prepararon

suspensiones de bacterias en glicerol 15%, como se describe a continuacion.

Preparacion de gliceroles para almacenar las células transformadas con

las construcciones de los rV..

Se tomaron alicuotas de 1.5 ml de cada cultivo bacteriano y se
depositaron en cuatro tubos de 1.5 ml de capacidad con tapa de rosca,
previamente rotulados. Se centrifugaron las muestras a 13,000 rpm por 1
minuto a temperatura ambiente en una centrifuga de mesa. Se descarto el

sobrenadante y el pellet celular se resuspendié en 1 ml del mismo cultivo y se
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les adicionaron 450 ul de solucion de glicerol al 50% estéril. La concentracion

final de glicerol fue de 15.5 %. Los tubos fueron almacenados a -80 °C.

Expresién y purificaciéon de los rV. de cadenas ligeras amiloidogénicas.

Se cultivaron células E. coli BL21 (DE3) trasformadas con las
construcciones de interés en matraces de 2 L conteniendo medio YT2X
suplementado con kanamicina 30 ug/ml. Los cultivos se incubaron a 37 °‘C con
agitacion constante de ~120 rpm. El crecimiento de los cultivos se evalud
mediante la medicion de la absorbancia a 600nm (Asoo). Cuando los cultivos
alcanzaron la densidad celular adecuada (Asoo de 1.2 a 1.3), los matraces se
trasladaron a otro agitador que se encontraba a una temperatura de 22 °C y se
continud la incubacion por aproximadamente 15 minutos. Enseguida, se indujo
la expresidn de las proteinas recombinantes mediante la adicién de IPTG a una
concentracion final en el cultivo de 1mM. Se continué la incubaciéon con
agitacion constante de 120 rpm por una noche a 22°C y con agitacién
constante. Luego de incubar toda la noche los cultivos fueron transferidos a

hielo, hasta su procesamiento.

La extraccion de las proteinas recombinantes se realizdé por gradiente de
sacarosa, el cual es descrito brevemente a continuacion: Después de cada
ensayo de expresion se determind la Asoo nm de los cultivos, para estimar el
incremento de biomasa durante la etapa de induccion. Posteriormente el
volumen de cada cultivo se distribuyé en botellas para centrifugacion de 250
ml. Los cultivos se centrifugaron a 8500 rpm por 1 hora a 4 °C para sedimentar
las bacterias. Se desecharon los sobrenadantes y las células de cada botella
se resuspendieron en 25 ml de solucién de sacarosa al 20% en Tris-HCI 25 mM
pH 8.0. Luego de aproximadamente 30 minutos de incubacion en la solucion de
sacarosa, las células se sedimentaron mediante centrifugacion a 8500 rpm por
45 minutos a 4 °C. Se tomaron alicuotas de los sobrenadantes para su analisis.
El paquete de células de cada botella fue resuspendido en 25 ml de agua miliQ

enfriada a 4 °C. Luego de estar aproximadamente 30 min resuspendidas, las

bacterias fueron sedimentadas mediante centrifugacion y los sobrenadantes
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transferidos a frascos limpios, debidamente rotulados. Las concentraciones
totales de proteinas de los extractos periplasmicos acuosos fueron
determinadas mediante la medicion de la A2so en un espectrofotometro (modelo

y marca).

La evaluacion de los niveles de expresion de las recombinantes obtenidas fue
realizada por electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones
reductoras (SDS-PAGE).

Experimento de fibrilogénesis in vitro.

Para la generacion de fibra, se preparé 1 ml de una dilucion 1 mg/ml de
cada de las proteinas recombinantes obtenidas en PBS y se depositaron en
celdas plasticas para florescencia de 4 ml de capacidad. En cada celda se
colocd una micro-barra magnética cubierta de Teflén de 7x22 mm. Las cubetas
se transfirieron a un agitador multipunto e incubadas a 37 °C con agitacién

constante de 200 rpm.

Modelo murino de amiloidoma.

Se inocularon 70 mg de agregados fibrilares de proteina 6aJL2-R25G
suspendida en 500 pl de PBS por via subcutanea en la zona interescapular de
un raton Balb/c hembra. Los agregados fueron generados previamente
mediante incubacion de la proteina a 37°C con agitacion constante. Se observo
la evoluciéon del animal durante 23 dias y al dia 24 se extrajo el amiloidoma. El
material obtenido fue enviado al laboratorio de histologia del INMEGEN para su
inclusién en un bloque de parafina. Se cortaron secciones del bloque para

inmunohistoquimica e inmunoflourescencia.
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Dot-Blot.

Se cortaron membranas de nitrocelulosa de 5x7 cm y se marcaron con
los espacios necesarios para ubicar las muestras de proteinas. Se colocaron 2
ul de cada una de las proteinas utilizadas a una concentracion constante de 10
ug/ml, y se dejé secar la membrana a temperatura ambiente. Posteriormente,
se bloquearon las membranas con leche descremada al 5% en PBS-Tween
durante una hora con agitacion constante. Transcurrido el tiempo, las
membranas fueron incubadas con el anticuerpo primario (anticuerpos
policlonales a evaluar) correspondiente (previamente diluido en solucion de
bloqueo), por tres horas a 4 °C en agitacién constante. En seguida las
membranas se incubaron con el anticuerpo secundario a temperatura ambiente
en agitacion constante. Entre cada paso, las membranas fueron lavadas tres
veces con TBS durante 5 minutos. Finalmente, las membranas fueron

reveladas y observadas en un fotodocumentador UVITEC Mini HD6.
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VI. RESULTADOS

Expresién y purificaciéon de los rVL de cadenas ligeras amiloidogénicas.

Se expresaron 9 cadenas ligeras amiloidogénicas con un peso molecular
de alrededor de 12 kDa (Figura 5): la proteina modelo 6aJL2, cinco proteinas
derivadas de la linea germinal A6, una derivada de A2, una de k1 y una de k4.
La concentracion obtenida de cada una de las proteinas fue de alrededor de 50
mg de proteina por litro de cultivo, estas cantidades fueron suficientes para la
generacion de las fibras necesarias utilizadas en los ensayos de dot-blot para

evaluar el reconocimiento de los anticuerpos policlonales.

- - —

Figura 5. Gel con las purificaciones de los rV. amiloidogénicos. 1) proteina modelo
6aJL2, 2) REC_B3 (x4), 3) EF589444 2a2 (\2), 4) BRE_018_08 (x1), 5)
AF124183_6a (\6), 6) AF462661_6a (A6), 7) EF589553 6a (\6), 8) EF589559 6a (\6)
y 9) EU599342_6a (\6).

Evaluacion del reconocimiento de los anticuerpos policlonales a cadenas

ligeras amiloidogénicas 6.

Se utilizaron 5 anticuerpos policlonales, generados contra segmentos de
la proteina 6aJL2 (Figura 6) utilizando péptidos sintéticos. Para la seleccion de

las secuencias de los péptidos se consideraron las regiones pro-fibrilogénicas y
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los motivos protectores de la agregacién, segmentos importantes en la cinética
de agregacion de la proteina modelo. La evaluacién del reconocimiento de los
anticuerpos policlonales se realizé mediante ensayos de dot-blot, utilizando
preparaciones de las formas solubles y fibrilares de los rVL previamente

expresados.
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Figura 6. Segmentos seleccionados de la proteina 6aJL2. Cinco anticuerpos
policlonales fueron generados en conejo contra cinco segmentos de la proteina 6aJL2

(en azul) utilizando péptidos sintéticos, cuyas secuencias aparecen en la imagen.

En la primera evaluacion, con rV. derivados de la linea germinal A6 el
reconocimiento observado fue el siguiente: Los anticuerpos A y D no
reconocieron ninguna de las formas solubles. El anticuerpo B reconocio los rVL
EF589559 y EU599342; el anticuerpo C unicamente mostrd reconocimiento por
EU599342; por ulitmo, el anticuerpo E reconocio todos los rVL (Figura 7, panel
a). Al emplear las preparaciones fibrilares, los anticuerpos mostraron el
siguiente patrén: El anticuerpo A reconocidé unicamente a la proteina modelo
(6adL2-G25) y AF462661. El policlonal B reconocié todas las fibras, con
variaciones en la intensidad. EI anticuerpo C demostré6 un intenso
reconocimiento por la proteina EU599342, y uno mas escaso hacia la proteina

modelo y su variante 6aJL2-G25. El policlonal D reconocié todos los rVL,
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excepto EF589559. Finalmente, con el anticuerpo policlonal E se observé un

reconocimiento uniforme de todas las fibras (Figura 7, panel b).

Con base en los resultados anteriores, se pudo observar que los anticuerpos
detectaron, en esencia, las formas fibrilares de las cadenas ligeras, con

excepcion del anticuerpo E, que reconocié ambos estados.
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Figura 7. Evaluacién de los anticuerpos policlonales de conejo mediante dot-blot. Los
anticuerpos fueron evaluados contra las formas solubles y fibrilares de la proteina
modelo 6aJL2 y otras cadenas ligeras amiloidogénicas derivadas de la linea germinal
AG.

Con la finalidad de probar si los pAbs reconocian Unicamente proteinas
derivadas de la linea germinal A6 u otras lineas germinales, se confrontaron
contra cadenas ligeras derivadas de A2, k1 y k4. Al evaluar con las formas
solubles, se observd que los anticuerpos no reconocieron ninguna de las
proteinas; con excepcién nuevamente del anticuerpo E, que reconocio la forma

soluble de 6aJL2, como previamente se habia observado (Figura 8, panel a).

Utilizando las formas fibrilares, se observd que el pAb B reconocia los rVL de
REC_B3 y BRE_018_08, derivados de la linea germinal kappa. El resto de los
anticuerpos repetia el patron de reconocimiento de 6alJL2 previamente
observado y no mostraron reconocimiento hacia los rVL derivados de las otras

lineas germinales (Figura 8, panel b).
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Figura 8. Evaluacion del reconocimiento de los policlonales de conejo de cadenas
ligeras derivadas de lineas germinales diferentes de lambda 6. Para evaluar el
reconocimiento especifico de los policlonales se utilizaron tres cadenas ligeras
amiloidogénicas derivadas de otras lineas germinales diferentes de A6. Los

policlonales D y E demostraron reconocer especificamente la proteina 6aJL2.

Evaluacion del reconocimiento de los anticuerpos policlonales en cortes

de un amiloidoma generado en un modelo murino.

Se evalué el reconocimiento de los policlonales en cortes del amiloidoma
generado en raton con la intencidon de probarlos en un material semejante al
que podria provenir de muestras de pacientes. La evaluacion se realizd
mediante inmunohistoquimica e inmunoflourescencia (Figura 9). El
reconocimiento fue el siguiente: El reconocimiento del anticuerpo policlonal A
fue aparentemente mas evidente y extendido. El reconocimiento de los

anticuerpos B, C, D y E en cambid, se aprecié mas localizado.
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Figura 9. Reconocimiento de los anticuerpos policlonales en cortes del amiloidoma
murino. Se realizaron ensayos de inmunohistoquimica e inmunoflourescencia para
evaluar el reconocimiento de los anticuerpos policlonales. El reconocimiento del
anticuerpo policlonal A fue el mas evidente, en contraste con los anticuerpos B, C, D y
E, cuyo patrén de reconocimiento fue mas delimitado.

Generacion y caracterizacion de anticuerpos monoclonales.

Se generaron anticuerpos monoclonales a partir de la inmunizacién de
ratones con agregados fibrilares in vitro de 6aJL2. En evaluaciones
preliminares, utilizando sobrenadante de medio de cultivo, se identificaron
cuatro clonas productores de anticuerpos capaces de reconocer a la proteina
modelo: 3E4C12H8, 3E4G7D9, 3E3C1D5 y 3E3G1D10. Las clonas
productoras fueron expandidas en cultivo para producir y posteriormente
purificar los anticuerpos monoclonales. Los anticuerpos purificados fueron
evaluados mediante ensayos de dot-blot. Ninguno de los anticuerpos
monoclonales purificados obtenidos mostré reconocimiento en estas

evaluaciones.
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VIl. DISCUSION

Las amiloidosis son clasificadas de acuerdo al tipo de proteina presente
en los depdsitos fibrilares. Entre las varias formas de amiloidosis, la amiloidosis
por cadenas ligeras de inmunoglobulinas (amiloidosis AL) es la mas
representativa de las amiloidosis sistémicas. En la amiloidosis AL ocurre la
deposicion de cadenas ligeras kappa o lambda. Los depdsitos AL son dificiles
de detectar mediante inmunohistoquimica debido a que las regiones variables
de las cadenas ligeras de inmunoglobulinas, por su naturaleza, son muy
diversas, y la longitud de las regiones constantes que llegan a formar parte de
los depdsitos amiloides AL es variable. Buxbaum ha sugerido que entre el 10 y
el 15% de los pacientes con AL tenian una pequefia porcion o ninguna de
secuencias de regiones constantes en sus depdsitos amiloides. Se ha
reportado que anticuerpos comerciales disponibles, disefiados preferentemente
hacia las regiones constantes de las cadenas ligeras, no reaccionan bien ante
los depdsitos amiloides AL en secciones de tejidos, aunque si reaccionen en

extractos amiloides en inmuno-blot (38).

La confirmacion de las amiloidosis se realiza a partir de la identificacion de
depdsitos amiloides en secciones de tejidos. La determinacion del tipo
especifico de amiloide es de vital importancia para elegir el tratamiento
adecuado y proporcionar un pronéstico preciso. Si bien recientemente se han
reportado metodologias de micro-purificacion de amiloide y métodos para el
analisis de secciones incluidas en parafina, estas son complicadas de llevar a
cabo en un laboratorio de rutina. El examen inmunohistoquimico de secciones
de tejidos sigue siendo considerada la mejor opcidn para la tipificacion de las
amiloidosis, ademas de que es posible llevarlo a cabo en la mayoria de los

laboratorios de patologia (38).

En una etapa del trabajo, se caracterizoé el reconocimiento de un conjunto de
anticuerpos disefiados contra regiones especificas de la proteina 6aJL2. Estas
regiones corresponden a secuencias que juegan un papel relevante en la
cinética de agregaciéon de la proteina, ya sea como motivos que promueven la

agregacion o como secciones consideras protectoras ante la agregacion.
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Se generaron fibras amiloides in vitro a partir de cadenas ligeras
amiloidogénicas recombinantes, cuyas secuencias fueron obtenidas de la base
ALBase, base de datos que compila las secuencias de cadenas ligeras
amiloidogénicas halladas en pacientes con amiloidosis AL atendidos en el
Centro de Amiloidosis (The Amiloidosis Center) del Centro Médico de la

Universidad de Boston.

Los anticuerpos policlonales evaluados mediante ensayos de dot-blot
demostraron tener distintos niveles de reconocimiento de la proteina 6aJL2 y
de otras cadenas ligeras amiloidogénicas en sus formas nativas vy fibrilares. El
reconocimiento del anticuerpo policlonal A demostré ser irregular. Esto puede
ser explicado por dos factores. El primero, debido a variaciones en la
exposicion del sitio de reconocimiento, es decir, que al estar ubicado al inicio
de la proteina, los aminoacidos queden mas o menos expuestos; o bien, que
adquieran una conformacion desordenada al momento de la formacion de las
fibras o al ubicarla en la membrana de nitrocelulosa, por lo que, a pesar de
estar presente, ese segmento sea escasamente reconocido por el anticuerpo

policlonal.

El anticuerpo policlonal B tampoco demostré un reconocimiento efectivo de la
linea germinal A6. Si bien logrd diferenciar entre proteina soluble y fibra, al
confrontarlo en el grupo de las cadenas ligeras amiloidogénicas lambda 6, esta
capacidad fue bastante variable. Ademas, mostré un reconocimiento
relativamente mayor por cadenas derivadas de lineas germinales distintas (k4).
Destacod el reconocimiento de la cadena EF589559 (A6), identificada

fuertemente tanto en forma fibrilar como en forma soluble.

El anticuerpo policlonal C no demostré reconocimiento de ninguna de las dos

conformaciones de las distintas proteinas.

El policlonal D, generado contra la secuencia SSPTTVIYEDNQRPSC, y que
corresponde al segmento 2»SSPTTVIYEDNQRPSss dentro de la proteina
modelo, fue el unico capaz de distinguir entre las formas fibrilares y solubles de
las proteinas amiloidogénicas de cadenas ligeras lambda 6 y distinguir la linea
germinal de entre otras lineas germinales. Esto sugiere que el sitio reconocido

por el policlonal D es un sitio de reconocimiento aparentemente exclusivo de
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esta linea germinal y que no esta presente en lineas germinales distintas. De
igual forma, se puede inferir que este segmento no forma parte dentro del

nucleo de las fibras y por lo tanto esta expuesto en la superficie de las fibras.

El anticuerpo policlonal E, disefiado contra la secuencia CDRFSGSIDSSSNSA,
y que corresponde al segmento so)DRFSGSIDSSSNSA72, no distinguié entre las
formas fibrilares y solubles de las proteinas amiloidogénicas derivadas de la
linea germinal lambda 6. Sin embargo, si mostré un reconocimiento especifico
por esta linea germinal A6 al confrontarlo con lineas germinales distintas. Esto
puede sugerir que ese segmento esta expuesto tanto en la forma soluble como
en la forma fibrilar y es propio de la linea germinal. Al comparar la secuencia de
las cadenas amiloidogénicas se puede observar que la region limitada entre los
aminoacidos 60 y 72 dentro de la proteina modelo no son sitios hipervariables y
que, por el contrario, es una region bastante conservada durante el proceso de

recombinaciéon somatica de la linea germinal.

La capacidad del anticuerpo policlonal D de distinguir entre la forma soluble y
fibrilar de las proteinas, asi como de reconocer buena parte de las proteinas
derivadas de la linea germinal A6 permite suponer que es posible desarrollar
anticuerpos capaces de reconocer agregados amiloides derivados de lineas
germinales especificas. Esto podria ser util para la desarrollo de anticuerpos
como reactivos para el diagnostico diferencial de amiloidosis por cadenas
ligeras como reactivos para el diagnodstico diferencial de amiloidosis por

cadenas ligeras.

Siguiendo la estrategia experimental planteada, se trabaj6é en la obtencién de
anticuerpos monoclonales capaces de reconocer a la proteina 6aJL2,
empleando como antigeno fibra amiloide in vitro. De esta etapa, se identificaron
cuatro anticuerpos monoclonales que al ser evaluados mediante dot-blot no

mostraron ningun tipo de reconocimiento.
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VIIl. PERSPECTIVAS

De los anticuerpos policlonales caracterizados se identificé uno (anticuerpo
policlonal D) capaz de distinguir entre la forma soluble y fibrilar de las proteinas
evaluadas, asi como de reconocer proteinas derivadas de la linea germinal
lambda 6, lo que ya representa una ventaja, si se compara con los anticuerpos
comercialmente disponibles para la tipificacion de amiloidosis AL, que en la
mayoria de los casos han sido disefiados contra el dominio constante de las
cadenas ligeras o tienen poca especificidad contra las cadenas ligeras tipo
lambda (248).

Quedara por evaluar si la especificidad de los anticuerpos policlonales podria
ser de utilidad para el diagnéstico diferencial de amiloidosis AL. Ya que el
estandar de oro para la tipificaciéon de las amiloidosis es la inmunohistoquimica,
durante del proyecto se busco tener acceso a muestras de biopsias renales de
pacientes. Aunque las amiloidosis en general son consideradas enfermedades

raras, también es cierto que se encuentren subdiagnosticadas.

Se tendran que realizar mas trabajos para determinar si los anticuerpos
caracterizados podrian ser empleados en un sistema de ELISA ya que durante
el desarrollo de este proyecto se presentaron distintas limitaciones, como la
falta de anticuerpos en cantidades suficientes para llevar a cabo la validaciéon
del ensayo, asi como la dificultad para conseguir muestras de pacientes, y

finalmente la falta de tiempo.

Al haber sido disefiados contra segmentos de la proteina modelo 6aJL2, no se
sabe aun si alguno de estos segmentos se pueda encontrar en suero o orina a
modo de biomarcador. Se tendria que evaluar, ademas, si reconocen
componentes estructuralmente similares en dichas muestras. Los anticuerpos
pueden presentar reactividad cruzada cuando se adoptan a distintos métodos,
lo que indica la necesidad de validar los anticuerpos para una aplicacion
especifica. El desarrollo de un sistema de diagnostico es un proceso largo,
pero el presente trabajo sirve como punto de partida para desarrollar otros

proyectos.
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IX. CONCLUSIONES

Se caracterizd el reconocimiento de anticuerpos policlonales generados
contra regiones especificas de la proteina 6aJL2 mediante ensayos de dot-
blot.

Se identificd un anticuerpo capaz de distinguir la linea germinal A6.

Se generd un amiloidoma en un modelo murino para caracterizar el

reconocimiento de los anticuerpos en muestras de origen bioldgico.

No se obtuvieron anticuerpos monoclonales capaces de reconocer la proteina

6aJL2 en ensayos de dot-blot.
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