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RESUMEN
MC Evelyn Martinez Mora Fecha de Graduacion: 19 de Diciembre de 2022

Universidad Autonoma de Nuevo Leon Facultad de Ciencias Quimicas

Titulo de estudio: PRODUCCION DE LA INMUNOTOXINA 4D5scFv-BmKAGAP
UTILIZANDO UN SISTEMA DE EXPRESION PROCARIOTICO Y EUCARIOTICO

Numero de péginas: 88  Candidato para el grado de Doctorado en Ciencias
) con orientacion en Microbiologia Aplicada
Area de estudio: Microbiologia Aplicada

Proposito y método de estudio: Los biofarmacos se caracterizan por ser
altamente efectivos y tener menos efectos secundarios que algunos medicamentos
convencionales. Entre estos se encuentran algunas proteinas recombinantes, las
cuales se emplean para prevencion, diagnostico o terapia. El fragmento variable de
una sola cadena 4D5scFv y el péptido BmKAGAP, son ejemplos de proteinas
recombinantes que tienen el potencial para emplearse como agentes terapéuticos
contra células cancerigenas, y al unirse quimicamente o expresarse en conjunto crean
una inmunotoxina que es especifica contra células cancerigenas que sobreexpresan
el receptor HERZ2, el cual es un indicador asociado con la progresion del cancer. Para
mejorar la solubilidad, estabilidad y facilitar la purificacion por medio de cromatografia
de afinidad de las proteinas recombinantes se utiliz6 SmbP, y se expresaron en cepas
de E. coli modificadas genéticamente para cambiar el estado redox del citoplasma y
puedan formarse los enlaces disulfuro. La inmunotoxina 4D5scFv-BmKAGAP con un
His tag se expreso en la linea celular ExpiSf9™, ya que tiene la capacidad de realizar
modificaciones post-traduccionales, utilizando el vector viral baculovirus. Se
purificaron por cromatografia de afinidad por metales inmovilizados SmbP_4D5scFv y
SmbP_BmKAGAP, se removi0 la proteina de fusién con la enzima enteroquinasa y se
realizd una segunda cromatografia de afinidad. Se expresé la inmunotoxina en
ExpiSF9™, pero se encontré en la fraccién insoluble de la lisis celular. Por lo anterior,
solo se determind la actividad antiproliferativa de la proteina recombinante BmKAGAP
en la linea celular MCF-7.

Conclusiones y contribuciones: La proteina de fusion SmbP demostré ser eficiente
para la obtencion de proteina soluble expresada en el citoplasma de las cepas de E.
coli Origami 2(DE3) y SHuffle T7(DE3). Se logré la expresiéon y purificacion de las
proteinas recombinantes 4D5scFv y BmKAGAP etiquetadas con SmbP. La proteina
recombinante His_4D5scFv-BmKAGAP se encontrd en la fraccion insoluble de la lisis
de la linea celular ExpiSfo™. Se prob6 la actividad antiproliferativa de BmMKAGAP en
la linea celular MCF-7 y se obtuvo un ICso de 54.59 pg/mL.

Dr. Xristo Zarate Kalfépulos
Director de Tesis
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CAPITULO |

1. INTRODUCCION

La biotecnologia es el uso de organismos vivos o productos derivados de
ellos para utilizarlos con diversos fines’?. Una de las principales areas en las que
se ha visto un gran avance es en la industria farmacéutica para la produccién de
biofarmacos, estos se caracterizan por ser altamente efectivos y tener menos
efectos secundarios?3. Entre estos se encuentran las proteinas recombinantes,
vacunas compuestas por organismos modificados genéticamente, anticuerpos
monoclonales y vectores para terapia génica; los cuales se emplean para
prevencion, diagnéstico o terapia; comunmente este tipo de farmacos son

administrados por via parenteral®+,.

Para la produccion de proteinas recombinantes se emplea la tecnologia del
ADN recombinante, en la cual se puede controlar la expresién del o los genes de
interés a través de la clonacion y transformacién molecular, y su posterior
expresion en un organismo modelo?3°, Estas proteinas pueden ser sintetizadas
en células procariodticas, como las bacterias, y eucariéticas, como las levaduras,
hongos filamentosos, microalgas, lineas celulares de mamiferos y de insectos,

plantas y animales transgénicos; la eleccion del sistema de expresion depende



principalmente de las caracteristicas de la proteina, su estructura y actividad

biologica®*.

Las proteinas recombinantes son mas dificiles de producir que los
medicamentos convencionales, ademas de sus altos costos y mayores tiempos
de produccion, resulta un gran reto llevar de una expresion piloto a una expresion
a mayor escala teniendo los cuidados pertinentes para, al final del proceso, tener
una proteina biolégicamente activa?3. Por lo cual se requiere mejorar las técnicas
ya establecidas o la creacion de nuevas que mejoren la estabilidad de las
macromoléculas, se obtengan mejores rendimientos y en menos pasos de

produccion.

El sistema bacteriano es el mas facil de cultivar y los costos son menores,
que algunos sistemas eucarioticos como las lineas celulares de mamiferos y

animales transgénicos®.

Escherichia coli (E. coli) es considerado el microorganismo mas
conveniente, por ser ampliamente conocido, para la produccion de proteinas
recombinantes por su facilidad de incorporar el gen de interés, controlar la
expresion, facil manipulacion, rapido crecimiento, mayores rendimientos, menos
tiempos de produccién; todo en comparacion con las levaduras, células de

insectos, mamiferos y plantas*>.

Los sistemas de expresion eucaridtico se prefieren utilizar para la
produccion de proteinas recombinantes provenientes de genomas eucarioticos,

por su capacidad de realizar modificaciones post-traduccionales, como la



glucosilacion, formacién de puentes disulfuro, fosforilacion o procesamiento
proteolitico; las cuales son necesarias para el ensamblaje, estabilidad y actividad
biolégica*®. Por lo tanto, estas proteinas expresadas en las bacterias podrian
estar mal plegadas, no ser activas o agregarse en el citoplasma de la célula

formando cuerpos de inclusién*®,

Los cuerpos de inclusion también pueden formarse por una rapida
produccion de la proteina, por lo cual se emplean vectores de expresion que
tienen como caracteristica controlar la cantidad de proteina que se expresa, un
ejemplo de expresion por induccion es el vector pET regulado por el operén lac,
el vector codifica a la proteina represora Lacl que reconoce al operador lac e
impide la transcripcion; por medio de un inductor, como el isopropil-B-
tiogalactésido (IPTG), se logra la expresion de la proteina de interés al unirse

este a la proteina represora y disminuir su afinidad al operador”.

Una de las técnicas empleadas para mejorar la solubilidad y estabilidad de
las proteinas es la utilizacion de proteinas de fusién, incluso ayudan a facilitar la
purificacion por medio de cromatografia de afinidad®. Se obtiene una sola
proteina codificada por la unién de dos o mas genes, el gen de la proteina de
interés y el gen de la proteina de fusién®. Una de estas proteinas de fusion es la
proteina pequefia de unién a metales (SmbP, por sus siglas en inglés) aislada
del periplasma de la bacteria Nitrosomonas europaea, con un tamaiio de 9.9 kDa,
se encuentra involucrada en el mecanismo de resistencia al cobre®®°. SmbP tiene

la capacidad de unirse a los iones metalicos: Cu(ll), Ni(ll) y Zn(ll), y por medio de



esta cualidad se puede purificar la proteina a la que SmbP se encuentra unida

mediante cromatografia de afinidad®.

Para que se puedan formar enlaces disulfuro en E. coli se utilizan plasmidos
especificos que envian a la proteina de interés al periplasma®. También se han
modificado genéticamente cepas microbianas para mejorar la calidad de las
proteinas recombinantes, como E. coli Origami, la cual es una cepa deficiente en
reductasa, por lo tanto hay menos probabilidades de reducir los enlaces disulfuro

que se forman instantaneamente en el citoplasmab®.

Un sistema de expresion eucariético es el cultivo de células de insecto, el
cual es una alternativa para resolver los problemas que se presentan tanto en el
sistema bacteriano como en el cultivo de células de mamifero, ya que en esta
ltima, a pesar de que la calidad de las proteinas recombinantes que se expresan
en este sistema es mayor, resulta ser mas costosa, requerimientos nutricionales
complejos, se necesitan mayores tiempos de produccion, es menos escalable,
mas dificil de propagar, se obtienen menores rendimientos y tiene un mayor

riesgo de contaminacion®.

El empleo de las lineas celulares de insecto es una técnica para mejorar la
calidad de las proteinas recombinantes que requieran modificaciones post-
traduccionales, y mas adn, para aumentar los rendimientos se ha empleado el
organismo completo del insecto (la larva)*1°. Para lograr esto se emplean
vectores virales, los cuales han sido modificados genéticamente para garantizar

su seguridad, la transferencia rapida y correcta del gen de interés®.



Baculoviridae es una familia extensa de virus, su genoma es de ADN
circular bicatenario con un tamafio entre 80 — 180 kpb'%12, Los baculovirus tienen
un numero limitado de huéspedes, son patdégenos de insectos utilizados
principalmente para controlar plagas en los plantios, por lo que son seguros para
los vertebrados®?. El sistema de expresion basado en baculovirus es el que mas
se emplea para la transduccion a células de insecto, como Spodoptera
frugiperda, Autographa californica, Trichoplusia ni, Bombyx mori y Drosophila

melanogaster.

Las dos especies de baculovirus que mas se emplean como vectores de
expresion son: Autographa californica nucleopolihedrovirus multiple (AcCMNPV) y
Bombyx mori (BmNPV)¥°, Estos pertenecen al género de Alphabaculovirus, los
cuales son virus derivados de oclusion (ODV por sus siglas en inglés), ya que su
ensamblaje se lleva a cabo en el ndcleo de la célula huésped, cerca del final del
ciclo de infeccién viral, y se encierran en cuerpos de oclusion (OB, por sus siglas
en inglés); estos consisten de viriones protegidos por una matriz paracristalina
compuesta de una sola proteina llamada polihedrina, y una o mas
nucleocapsides pueden empacarse por virion; los OB se liberan por medio de la
lisis celulart®!l, Estas especies de virus son llamados nucleopolihedrovirus por la
forma poliédrica del cuerpo de oclusién que forman; esta estructura protege a las
particulas virales del medio ambiente mientras encuentran a su proximo huésped;
este ingiere los OB, se digieren y se liberan los ODV e infectan a las células
epiteliales del intestino medio del huésped’1%12, Posteriormente, las células

epiteliales basales del intestino pueden formar los dos fenotipos del virus: los



ODV vy los virus brotados (BV, por sus siglas en inglés), este ultimo no forma los
OB, los BV brotan de las células para infectar a otras células directamente o

circulan por la hemolinfa para diseminar la infeccién??.

AcCMNPV es el que mas se ha estudiado, en comparacion con los demas
baculovirus tiene un mayor rango de huéspedes, distintos insectos lepidopteros
asi como las lineas celulares provenientes de estos insectos!!. Se ha observado
que la polihedrina que este baculovirus forma en las células que infecta llega a
representar mas de la mitad de la proteina total que se encuentra en el medio!?.
Esta caracteristica fue importante para el desarrollo de este tipo de virus como
sistemas de expresion, tomando en cuenta si llega a producir grandes cantidades
de su proteina polihedrina también podria producir en esas cantidades otras

proteinas de interés particular.

En el sistema de expresién de baculovirus se utiliza el promotor de
polihedrina (pPolh) para expresar el gen de interés, el cual se encontrara en el
locus de polihedrina del genoma viral del baculovirus recombinante (bacmid)
sustituyendo al gen de polihedrina, ya que esta proteina no es esencial para que

el virus se desarrolle y lleve a cabo su ciclo de infeccion!?.

Una de las formas para producir el vector de expresion de baculovirus es
por medio de la transposicibn genética entre el bacmid y el plasmido de
transferencia, usando el transposén bacteriano Tn7l. Este proceso se lleva a
cabo en el citoplasma de una cepa de E. colicomo DH10Bac, esta cepa contiene
el bacmid, donde en el locus de polihedrina se encuentra el gen lacZ de E. coliy
el sitio mini-Att Tn7, el cual es usado para la transposicion, ademas se encuentra
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un plasmido auxiliar que codifica una transposasa?l. Por medio de técnicas de
transformacion el plasmido de transferencia es introducido a E. coli, este
plasmido contiene el promotor pPolh seguido del gen de interés y ambos se
encuentran rodeados en cada extremo por los elementos reguladores cis: Tn7L

y Tn7R; cuando se lleva a cabo la transposicion se eliminara el gen lacz!?.

En los sistemas de expresion mencionados se han llevado a cabo
expresiones de inmunotoxinas, las cuales entran en la categoria de proteinas
recombinantes de uso terapéutico, ya que son sustancias inmunes, como
anticuerpos monoclonales o citocinas, que se encuentran quimicamente unidas
a una sustancia téxica (farmaco, radiois6topo o toxina)”13. Las inmunotoxinas
son moléculas quiméricas bifuncionales, porque se encuentran formadas por una

parte que le brinda especificidad y la otra toxicidad?®4.

Existen tres generaciones de inmunotoxinas, la primera se trata de la union
de las moléculas completas como el anticuerpo y la toxina, unidas
covalentemente por medio de la conjugacion quimica utilizando un reactivo de
entrecruzamiento que cuente con un enlace disulfuro; en la segunda se han
realizado modificaciones quimicas al anticuerpo y/o a la toxina, como la
eliminacion de algun dominio de estas proteinas; y la tercera generacion son las
inmunotoxinas recombinantes, donde se emplea la tecnologia del ADN

recombinante para expresar en conjunto el anticuerpo con la toxina4.

Estas inmunotoxinas pueden llegar a ser agentes inmunogénicos, ya que al

entrar al organismo son reconocidas como moléculas extrafias debido a sus



origenes externos al cuerpo humano'#. Estos agentes estimulan al sistema

inmunitario para producir anticuerpos que los neutralicen e inactiven.

Una de las maneras para disminuir la inmunogenicidad que pueden llegar a
provocar las inmunotoxinas recombinantes, es disminuyendo su peso molecular.
En lugar de utilizar el tamafio completo del anticuerpo, se puede emplear el
fragmento variable de una sola cadena (scFv). scFV esta formado por el
fragmento variable de las cadenas pesadas y ligeras del anticuerpo unidas
mediante un péptido conector, compuesto de residuos de glicina y serina,
generando como resultado una sola cadena de aminoécidos (ver figura 1)4. Este

fragmento variable es la region del anticuerpo a la que se unen los antigenos.

Sitio de union

al antigena
—
[ Fragmento variable
Cadena ligera _
Péptido
Cade d F I conector
na pesada ragmento
constante /

El} D} scFv

Figura 1. Diagrama general de un anticuerpo. a) Partes de un anticuerpo intacto: una
cadena pesada y una ligera, un fragmento variable y uno constante, dos sitios de unién
al antigeno. b) Fragmento variable de una sola cadena: fragmentos variables de las

cadenas pesada y ligera unidas por un péptido conector.



Las inmunotoxinas entran en la categoria de inmunoterapia, porque son
derivados de los anticuerpos monoclonales, conducen la sustancia téxica hacia
las células malignas por medio de marcadores superficiales caracteristicos, como
el anticuerpo monoclonal trastuzumab que es utilizado para combatir el cancer
de mama positivo al receptor del factor de crecimiento epidérmico humano 2
(HER?2), el cual es un tipo de clasificacion de cancer de mama, ademas del origen

anatémico y la receptividad a hormonast31>16,

HER2 (o ErbB2) es un receptor de tirosina quinasa, perteneciente a la
familia de los receptores del factor de crecimiento epidérmico humano (HER), es
codificado por el protooncogén neu y es un receptor huérfano, es decir, no se le
conoce un ligando especifico. Esta implicado en la sefializacidon de la proliferacién
y transformacion celular al formar homo o heterodimeros con los demas
receptores pertenecientes a la familia (HER1, HER3 y HER4). Los ligandos de
estos receptores son una variedad de factores de crecimiento: factor de
crecimiento epidérmico (EGF), factor de crecimiento transformante a (TGFa),
anfirregulina, factor de crecimiento similar a EGF de unién a heparina,
betacelulina, epirregulina y neurregulinal’18. Si el receptor HER2 se encuentra
sobreexpresado, ya sea por amplificacion del gen o una alteracién en la
transcripcion, aumenta la formacién de los heterodimeros y por consiguiente, la
sefializacién celular no puede controlarse!’*8, Esta sobreexpresion la presentan
algunos tipos de cancer, como el cAncer de mama, por lo que se le considera un

objetivo para terapia especifical’.



Trastuzumab es un anticuerpo monoclonal (mAb) de cadena ligera kappa
de IgG1 humanizado unido por ingenieria genética a las regiones determinantes
de complementariedad (CDR, por sus siglas en inglés) del mAb especifico al
receptor HER2 de ratdn; es expresado en la linea celular CHO (células de ovario
de hamster chino) como cultivo en suspension en biorreactores, seguido de
varios pasos de purificacion por cromatografia de afinidad, intercambio iénico e
interaccion hidrofébical’1%20, Trastuzumab ejerce una actividad antitumoral, ya
que al unirse promueve la endocitosis y la degradacion del receptor, inhibe la
sefalizacion de la progresion del ciclo celular y promueve la citotoxicidad celular

dependiente de anticuerpost’19,

A pesar de los grandes avances en la produccion de biofarmacos, es
necesario seguir mejorando y comparando entre los sistemas de expresion para
saber cudl seria el mas adecuado para la sintesis de aquellas proteinas que
podrian llegar a ser potenciales biofarmacos, que sean desarrollados con base
al concepto de terapia dirigida establecido en las diferencias entre las células

normales y las células cancerigenas.

Por lo anterior, en el presente trabajo de investigacion se propone la
expresion de la inmunotoxina 4D5scFv-BmKAGAP, compuesta por el fragmento
variable de una sola cadena del anticuerpo anti-HER2/neu 4D5 humanizado (es
el fragmento que dirige) fusionado con el péptido BmK AGAP derivado del veneno
del escorpion chino Buthus martensii Karsh (es el fragmento efector), se

expresara utilizando dos sistemas de expresion, uno procariotico, en la bacteria

10



E. coli, y uno eucaridtico en la linea celular de insecto del gusano cogollero S.

frugiperda, en esta ultima se empleara el sistema de expresion de baculovirus.
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CAPITULO Il

2. ANTECEDENTES

El primer biofarmaco producido por la tecnologia del ADN recombinante en
el microorganismo E. coli fue la insulina (Humulin), aprobada en 1982 por la Food
and Drug Administration (FDA), antes esta hormona era obtenida a partir de
pancreas de animales como cerdos y vacas, por lo que se requeria una gran
cantidad de ellos para cubrir el tratamiento de un paciente por un afio y en
algunos pacientes desencadenaba una respuesta inmune debido a las

diferencias estructurales de la insulina de los animales con la humana3-°.

Como E. coli sigue siendo la primera opcién para la expresion de proteinas
heter6logas, se han realizado trabajos de investigacion para comparar la
eficiencia en la produccion de proteinas recombinantes entre diversas cepas de

la bacteria.

Uno de estos trabajos es el de Xiong y su equipo de investigacion, quienes
en el 2005 expresaron el factor de crecimiento de fibroblastos bovino (BbFGF,
por sus siglas en inglés), portador de un enlace disulfuro; y la cadena simple Fv
del anticuerpo humano anti-HBsAg (HBscFv), con dos enlaces disulfuro, y
evaluaron el efecto del entorno redox del citoplasma de E. coli en la formacion de

estos enlaces. Utilizaron E. coli BL21(DE3) y Origami para expresar BbFGF, y E.
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coli M15 y Origami para HBscFv. Compararon la solubilidad y la bioactividad de
las proteinas. Obtuvieron una forma soluble de BbFGF y una parcialmente
soluble de HBscFv en Origami, mientras que en BL21, el 65% de BbFGF
producido se encontraba agregado en cuerpos de inclusién, y en M15 toda la

proteina HBscFv se encontraba en esa forma®.

Con respecto a la bioactividad, el BoFGF expresado en la cepa Origami tuvo
una mayor actividad citotoxica, para el ensayo utilizaron la sal de tetrazolio:
bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-ilo)2,5difeniltetrazol (MTT); y no hubo diferencia
significativa entre las dos HBscFv en la actividad de unién en el ensayo por
inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) indirecto. A pesar de que las
proteinas provenientes de E. coli Origami presentaron los mejores resultados de

actividad, en esta cepa se obtuvieron los menores rendimientos®.

También en el trabajo de Fathi-Roudsari y coautores en el 2016,
compararon la expresién de reteplasa en tres cepas de E. coli: BL21(DE3),
Rosetta-gami(DE3) y SHuffle T7(DE3). Reteplasa es una proteina recombinante
con 9 enlaces disulfuro, realizaron la optimizacién de los codones y la clonaron
en un vector con el promotor T7 para inducir la expresion con 1 mM de IPTG a
37 °C con agitacion de 180 rpm. En las tres cepas observaron la expresion de la
proteina por electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE), pero permanecio depositada en la fraccion insoluble y no se
observo en la fraccion soluble. E. coli BL21 fue la cepa que produjo mayor
cantidad de reteplasa en la fraccion insoluble, ya que represento el 70% de la

proteina total de esa fraccion. Intentaron modificar las condiciones de expresion
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reduciendo la temperatura, la concentracion de IPTG y la disponibilidad de

oxigeno, pero esto no modificé los resultados??.

Vargas y colaboradores en el 2016, probaron la eficiencia de SmbP como
proteina de fusion y etiqueta de afinidad para la expresion de proteinas
recombinantes en E. coli. Expresaron proteinas recombinantes unidas en el
extremo N-terminal a SmbP, en comparacién con otras proteinas de fusion: la
proteina de uniéon a maltosa (MBP, por sus siglas en inglés) y glutation S-
transferasa (GST). Las proteinas expresadas etiquetadas con SmbP vy
purificadas por cromatografia de afinidad por metales inmovilizados (IMAC)
mostraron tener una mayor solubilidad y menor formacion de cuerpos de
inclusion, ademas de tener mayores rendimientos al remover la proteina de

fusién, ya que SmbP tiene un tamafio pequefio de 9.9 kDa®.

Ademéas de E. coli se han utilizado otros sistemas de produccion de
biofarmacos; por ejemplo, la vacuna que protege contra el cancer cervical
(Cervarix) fue la primera vacuna aprobada para humanos producida con un

vector de baculovirus (AcMNPV) en la linea celular High Five™ (T. ni)?2,

Este sistema de expresion de baculovirus se sigue desarrollando y
mejorando para la produccién de proteinas recombinantes, como en el trabajo de
Nika y coautores en el afio 2017, quienes utilizaron este sistema para expresar
un biomarcador de algunos tipos de cancer: el receptor completo HER2, en la
linea celular de insecto Sf9, ya que requiere glucosilaciones. El objetivo era
expresar el receptor HER2 en Sf9, analizar su funcionalidad y similitud con
respecto al receptor nativo por medio de citometria de flujo, ELISA, Western Blot
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e interferometria de biocapa; todo lo anterior con la finalidad de utilizar el receptor
recombinante HER2 como un modelo de antigeno tumoral para el desarrollo de

nuevos anticuerpos?:.

Guijarro-Pardo y sus colaboradores en el 2017, infectaron a través de la
alimentacion a larvas de insecto de T. ni con vectores infecciosos orales
provenientes del sistema de expresion de baculovirus con AcCMNPV, los llamados
ODV. Los infectaron para la expresion de proteinas recombinantes a través de
un vector con polihedrina negativa (Polh-) que pueden ser co-ocluidos por un
vector con polihedrina positiva (Polh+), es decir, este Ultimo expresa la proteina
polihedrina recombinante, esta se encuentra en mayor proporcion en la matriz de
los cuerpos de oclusion, los cuales son necesarios para proteger a los ODV hasta
el intestino medio de la larva, en donde la cubierta de poliedro es disuelta por el

ambiente alcalino y ocurre la liberacién de los viriones?4.

Lograron la infeccién de las larvas por via oral, y la expresion de dos
proteinas funcionales: la proteina fluorescente mCherry, para supervisar la
infeccidn, y la proteina P30 del virus de la peste porcina africana, comercialmente
utilizada para el diagnostico seroldégico de esta enfermedad. Obtuvieron
rendimientos similares a los obtenidos mediante inyeccién directa de los vectores

a las larvas?4.

Egashiray su equipo en el 2018, expresaron tres anticuerpos monoclonales
anti-HER?Z utilizando como sistema de expresion el gusano de seda infectado con
el baculovirus recombinante. Dos anticuerpos presentaron patrones de
glucosilacion similares a los provenientes de células de mamifero ya que también

15



coexpresaron las enzimas GnT2 (N-acetilglucosaminil transferasa Il) y GalT3 (a-
1,4-galactosil transferasa), y al tercero no le realizaron modificaciones extras en
la glucosilacion. Ademas, compararon el rendimiento, la estabilidad térmica, la
actividad citotoxica mediada por células dependientes de anticuerpos y la
agregacion de las proteinas a pH bajo con el anticuerpo expresado en la linea
celular CHO. Obtuvieron mayores rendimientos de expresion en el insecto que
en la linea celular y los anticuerpos con modificaciones en la glucosilaciéon
presentaron una mayor actividad citotdéxica, en las demas pruebas fueron

resultados similares?>.

Se han descubierto y creado nuevas proteinas recombinantes que podrian
llegar a ser, en un futuro, biofarmacos que combatan distintos padecimientos,
como la primera inmunotoxina aceptada por la FDA, la DAB389IL2 (Ontak™),
para el tratamiento del linfoma cutaneo de células T, la cual esta formada por la

interleucina-2 (IL-2) y un fragmento de la toxina diftérical®.

Sokolova y su equipo de investigacion en el 2014, crearon una inmunotoxina
recombinante 4D5scFv-PE40 especifica al receptor HER2, consiste en el
fragmento variable de una sola cadena del anticuerpo anti-HER2/neu 4D5
humanizado (4D5scFV) y el fragmento de la exotoxina A de Pseudomonas
(PE40), ambos unidos por una cadena polipeptidica flexible. Expresaron la
inmunotoxina en E. coli BL21(DE3) utilizando el vector pSD para asegurar que la
proteina se dirija al espacio periplasmico. 4D5scFv-PE40 presentd una alta
afinidad al receptor comparable con el anticuerpo 4DscFv libre, y una alta

actividad citotoxica en el ensayo con MTT en la linea celular SKOV-3 (linea
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celular de adenocarcinoma de ovario humano que sobreexpresa el receptor
HER?2), con una concentracion inhibitoria media (ICso0) de 22 nM, y en la linea
celular CHO (no sobreexpresa HER?2) no tuvo actividad citotoxica significativa. El
anticuerpo y la toxina por separado no presentaron citotoxicidad en estas lineas

celulares?.

Deyev y colaboradores en el 2016, expresaron dos inmunotoxinas, una
especifica al receptor HER2 (4D5scFv) y la otra de una proteina disefiada de
repeticion de anquirina (DARPIns, por sus siglas en inglés), ambas fusionadas
con un fragmento de la exotoxina A de Pseudomonas y con dos rutas distintas
de expresion bacteriana en E. coli (C41, BL21 y SB536), en el citoplasma y en el
periplasma; para probarlas ante dos lineas celulares cancerigenas que sobre
expresan el receptor HER2, SKBR-3 (linea celular de adenocarcinoma de mama
humano) y SKOV-3, y como control la linea celular CHO. Todas las proteinas
recombinantes tuvieron una alta afinidad al receptor y una alta actividad
antiproliferativa en las lineas cancerigenas con ICso de concentraciones de
picomolar y en el control de nanomolar. La diferencia fue en el rendimiento,
obtuvieron 160 mg de proteina de DARPins expresada en el citoplasma en 1 L
de cultivo de E. coli BL21, de las demas el rango se encontré entre 15.2 y 37.5
mg, esto debido a su tamafio mas pequefio y a su ausencia de cisteinas, es decir,
es una proteina que no requiere de la formacién de enlaces disulfuro, ya que en
el ambiente reductivo del citoplasma de E. coli se rompen estos enlaces

generando proteinas mal plegadas?’.
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Otra estrategia para la produccion de inmunotoxinas es la conjugacion
guimica, como en el trabajo de Lee y su equipo en el 2019, en donde realizaron
la conjugacion quimica de una toxina, el fragmento de la exotoxina A de
Pseudomonas (PE24), y el fragmento de un anticuerpo, scFv de trastuzumab.
Ambas proteinas fueron expresadas por separado en E. coli BL21 para
posteriormente ser conjugadas usando un enlazador quimico, N-succinimidil-3-
(2-piridilditio)propionato (SPDP), que contiene un enlace disulfuro. Se probo la
citotoxicidad de la inmunotoxina creada en lineas celulares que sobreexpresan
el receptor HER2, SKBR-3 y BT-474 (linea celular de carcinoma ductal de
glandula mamaria), siendo altamente citotoxico con un ICso de 43 pM + 8 para
SKBR-3y 6.7 £ 3pM para BT-474; y en lineas celulares que tienen baja expresion
de este receptor, MDA-MB-231 (linea celular de adenocarcinoma de glandula
mamaria) y MCF-7 (linea celular de carcinoma ductal de glandula mamaria), sus
ICso fueron de 9.44 + 3 nM para MDA-MB-231y 1.01 nM £ 0.38 para MCF-7; por

lo que la citotoxicidad de la inmunotoxina es dependiente del receptor?2.

Liu y su grupo de investigacion en el 2003, expresaron el péptido
antitumoral-analgésico (BmMKAGAP) proveniente de Buthus martensii Karsch con
una etiqueta de histidinas (His tag) en el N-terminal en la cepa de E. coli BL21, a
pesar de que la mayor cantidad del péptido expresado se encontré en cuerpos
de inclusion, este mostrd una actividad analgésica y antitumoral del 80% en los
ensayos in vivo en ratones Kunming en comparaciéon con el péptido nativo

BmKAGAP purificado directamente del escorpién, y mostré pocas deficiencias en

18



comparacion con el péptido sin el His tag, por lo que esta etiqueta tiene poca

interferencia en la bioactividad del péptido?°.

Para mejorar la solubilidad del péptido, Cuiy su equipo en el 2010, utilizaron
el plasmido pSYPU para co-expresar BmKAGAP y la enzima tiorredoxina (TrxA),
ya que esta Ultima tiene actividad oxidorreductasa que promueve la formacion de
los enlaces disulfuro, debido a que el péptido tiene 4 de estos enlaces que se
forman con las cisteinas de su secuencia de aminoacidos. La mayor cantidad de
proteina se obtuvo de forma soluble, la cual se utilizé para analizar la relacién
estructura-actividad del péptido con los canales de sodio dependientes de voltaje

(Navs) relacionados a su efecto analgésico®°.

Kampo y colaboradores en el 2019, determinaron el efecto citotoxico del
péptido BmK AGAP en las lineas celulares MCF-7 y MDA-MB-231, en las cuales
observaron que disminuia la viabilidad celular, inhibia la transicion epitelial-
mesenquimatosa, la migracion y la capacidad de invasion de estas células.
Determinaron el ICso de BmK AGAP en lineas celulares: 40 uM para MCF-7 y 50

UM para MDA-MB-2313.
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CAPITULO Il

3. JUSTIFICACION

El cancer de mama es el cancer mas prevalente y con la mayor tasa de
mortalidad del mundo. En el afio 2020 se presentaron 685,000 defunciones a
causa de esta enfermedad?®?. Entre el 20 y el 25% de los casos diagnosticados
de cancer de mama son HER2 positivo, siendo un indicador de mal prondstico,
ya que es uno de los mas agresivos por su rapido crecimiento y propagacion
celular en comparacién con otros tipos de cancer de mamal®1°33 Existe
tratamiento especifico para este tipo de cancer, como es el uso de anticuerpos
monoclonales®. Uno de los principales anticuerpos monoclonales es el
trastuzumab (Herceptin), tiene actividad antitumoral en células que
sobreexpresan el receptor HER2!’. No obstante, las células cancerigenas
desarrollan resistencia a trastuzumab un afio después de iniciar el tratamiento,
generando un mal pronostico; mas del 30% de los pacientes presentan una

resistencia primaria, y mas del 70% presentan una resistencia secundarial®34.

Por lo tanto, es necesario mejorar y desarrollar nuevos agentes terapéuticos
o realizar la combinacion entre estos para crear sinergismo, como es el caso de

la inmunotoxina que se desarrollara 4D5scFv-BmKAGAP, cuyas propiedades son
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prometedoras para aplicaciones terapéuticas como anticancerigeno, buscando

un sistema de expresion mas adecuado para su produccion de manera eficiente.
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CAPITULO IV

4. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

4.1 Hipotesis

La inmunotoxina 4D5scFv-BmKAGAP expresada en Escherichia coliy en la
linea celular de insecto Spodoptera frugiperda presentard una mayor actividad
antiproliferativa in vitro en la linea celular SK-BR-3 que sobreexpresa el receptor

HER2 que en la linea celular MCF-7.

4.2 Objetivos

4.2.1 Objetivo general
Expresar y purificar la inmunotoxina 4D5scFv-BmKAGAP en el sistema
bacteriano Escherichia coliy en el sistema de expresion de baculovirus en la linea
celular de insecto Spodoptera frugiperda, y evaluar su actividad antiproliferativa

in vitro.

4.2.2 Objetivos especificos
1. Construir 'y propagar los plasmidos pET30a_SmbP_4D5scFv,

pET30a_SmbP_BmKAGAP y pFastBacl His 4D5scFv-BmKAGAP
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. Transfectar el ADN del baculovirus con el gen que codifica a la inmunotoxina
His_4D5scFv-BmKAGAP en la linea celular de insecto Spodoptera frugiperda
. Expresar y purificar las proteinas recombinantes 4D5scFv y BmKAGAP en
Escherichia coli y 4D5scFv-BmKAGAP en Spodoptera frugiperda

. Evaluar la actividad antiproliferativa in vitro
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CAPITULO V

5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Material, reactivos y equipo

Los genes 4D5scFv, BmKAGAP y His_4D5scFv-BmKAGAP fueron
sintetizados e insertados en los plasmidos pUC57 y pFastBacl por la empresa
GenScript y los oligonucleétidos por la empresa T40OLIGO. El vector
pET30a_SmbP fue proporcionado por el Laboratorio de Expresion y Purificacion
de Proteinas de la Division de Estudios de Posgrado de la Facultad de Ciencias

Quimicas de la Universidad Autbnoma de Nuevo Ledn.

Enzimas de restriccion utilizadas: Ncol y Xhol; ADN polimerasas: Vent (New
England Biolabs), GreenTaq (GenScript); enzimas: T4 DNA Ligasa (Bio Basic

Inc) y Enterokinase, His, Bovine (GenScript).

Cepasy lineas celulares utilizadas: E. coli DH5a, DH10Bac (Gibco), Origami
2(DE3) y SHuffle T7 Express (New England Biolabs Inc.); ExpiSfO™ (Gibco), SK-

BR-3 ATCC®HTB-30™ y MCF-7 ATCC®HTB-22™,

Kits de extraccion de ADN: DNA-spin™ Plasmid DNA Purification y DNA-
maxi™ Endotoxin-Free Plasmid DNA Purification Kit (iNtRON Biotechnology), y

QIAquick® Gel Extraction Kit (250) (QIAGEN). Los reactivos y medios de cultivo
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gue se requirieron se adquirieron de Sigma, GenScript, Bio Basic Inc., Bio Rad,
Gibco, New England Biolabs Inc., J. T. Baker, Jalmek, Marvelgent Biosciences

Inc, Roche.

Material: tubos de 200 uL, 1.5 mL y 2 mL; tubos cénicos de 15 mL y 50 mL,
puntillas para micropipeta de 10 pL, 200 uL y 1000 pL, frascos de cultivo y placas
de 96 pocillos; matraces de 150 mL y 250 mL; matraces triptinizados de 500 mL;
membrana de dialisis Economical Biotech Dialysis (Bio Basic Canada Inc.);

columna cromatografica HiTrap IMAC FF (GE Healthcare).

Equipos: Espectrofotometro NanoDrop 2000 Thermo Scientific,
espectrofotometro Jenway 7305, incubadora con agitacion Lab Tech, incubadora
con CO2 Thermo Scientific, White/UV transiluminador UVP, fuente de poder
PowerPac Bio Rad, camara para electroforesis Mini-Sub Bio Rad,
microcentrifuga refrigerada Thermo Scientific, centrifuga refrigerada Thermo
Scientific Sorval, termociclador Thermo Fisher Scientific Simpli Amp,
cromatografo FPLC AKTAprime plus General Electric, lector de placas ELISA
Biotek ELX800, microscopio invertido Carl Zeiss Primovert, campana de
bioseguridad nivel 1l Esco, plancha de calentamiento Lab Companion, balanza
analitica Sartorius, pH-metro Orion 3 Start pH Benchtop Thermo, sistema de

purificacion de agua Elga, esterilizador eléctrico autoclave All American.

5.2 Metodologia general de trabajo

En la figura 2 se esquematiza la metodologia general del presente trabajo

de investigacion.
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Figura 2. Representacion esquematica de la metodologia general de trabajo.

5.3 Construccién y propagacion de los plasmidos pET30a_SmbP_4D5scFv,

pET30a_SmbP_BmMKAGAP

5.3.1 Clonacién, propagacion y extraccibon de los plasmidos
pET30a_SmbP, pUC57_4D5scFv y puUC57_BmKAGAP

Los plasmidos pUC57_4D5scFv y pUC57_BmKAGAP fueron sintetizados

por la empresa GenScript, contienen los genes optimizados que codifican las

proteinas recombinantes 4D5scFv y BmMKAGAP para su expresion en E. coli.

Por la técnica de choque térmico se transformaron células de E. coli DH5a

rubidio competentes con el plasmido pET30a_SmbP utilizado como vector de

expresion, el cual tiene la proteina de fusibn SmbP; y los plasmidos

pUC57_4D5scFv y pUC57 _BmKAGAP, todos por separado. A 30 uL de células

se les afladié 60 ng de plasmido, se incub6 en hielo por 20 min, después se

realizd el choque térmico a 42 °C en bafio de agua por 45 s y se regreso al hielo
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por 2 min mas. Se agregaron 800 uL del medio de cultivo Luria-Bertani (LB) y se
incubo con agitacion a 37 °C por 45 min. Después se centrifugo a 13000 rpm por
4 min, se decantaron 700 pL de sobrenadante y con lo que quedo se resuspendio
el pellet celular y se sembr6 en una caja con medio LB mas antibiotico y agar

bacteriologico, se incubo a 37 °C por 16 h.

Para las células transformadas con pET30a_SmbP se utilizo el antibiético
Kanamicina (Kan 30 pg/mL) y para las que se transformaron con

pUC57_4D5scFv y pUC57 BmKAGAP se utilizé Ampicilina (Amp 100 pg/mL).

De las colonias obtenidas se tomé una colonia de cada transformacion, se
sembraron en tubos de ensayo conteniendo 6 mL de LB/Antibiético y se
incubaron a 37 °C con agitacion de 200 rpm por 16 h. Después se realizo la
extraccion de ADN plasmidico siguiendo las instrucciones del kit empleado “DNA-
spin™ Plasmid DNA Purification” (iNtRON Biotechnology) y se cuantifico el ADN

obtenido utilizando el espectrofotometro NanoDrop 2000.

5.3.2 Amplificacién de los genes 4D5scFv y BmKAGAP
Se realiz6 la amplificacion por medio de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) de los genes que codifican a las proteinas recombinantes

4D5scFv y BmKAGAP para su posterior digestion enzimatica.

Los componentes de la mezcla de reaccion se mencionan en la tabla 1, se
utilizé la enzima Vent DNA polimerasa (New England BioLabs) y los primers
especificos para cada gen con los sitios de restriccion para las enzimas Ncol y

Xhol se muestran en la tabla 2.
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Tabla 1. Componentes de la reaccién de PCR para la amplificacion de los genes

4D5scFv y BmKAGAP.

Componente Cantidad

4D5scFv BmKAGAP
H-0 ultrapura 30.9 pL 29.5 uL
Thermopol Reaction Buffer 10X 5uL 5uL
dNTPs 10 mM 1L 1L
Forward 20 pmol 3uL 3uL
Reverse 20 pmol 3 uL 3 uL
ADN 1 Mg 1 g
Vent DNA polimerasa 5 U/puL 25U 25U
Volumen 50 uL 50 uL

Tabla 2. Primers empleados para la amplificacién de los genes 4D5scFv y BmMKAGAP.

Primers Secuencias

4D5scFv Forward 5" ACGTACGTACCATGGGTGAGGTGCAGCT 3

4D5scFv Reverse 5" ACTGACTGACTCGAGTTAGCACTTGATTTCAACTTTGG 3

BmKAGAP 5 ACGTACGTACCATGGGTGTGCGTGACG 3’

Forward

BmKAGAP 5 ACTGACTGACTCGAGTTAGCCACCGTTGCATTTACC 3
Reverse

En la tabla 3 se encuentran las condiciones que se programaron en el

termociclador. Para verificar la amplificacion se realiz6 una electroforesis

submarina en gel de agarosa al 1% en buffer TAE 1X.

Tabla 3. Programa de PCR establecido en el termociclador para la amplificacion de los

genes 4D5scFv y BmKAGAP.

Paso Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 °C 3 min 1
Desnaturalizacién 95 °C 30s

Alineacion 60 °C 30s 30
Extension 72 °C 50s

Extension final 72 °C 10 min 1
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Posteriormente se purificaron los amplicones a partir del gel de agarosa de
acuerdo con las instrucciones del kit “QIAquick® Gel Extraction” (QIAGEN) y se

cuantificé el ADN obtenido.

5.3.3 Doble digestion enzimatica de los amplicones de los genes 4D5scFv

y BmMKAGAP y del vector de expresion pET30a_SmbP
Una vez obtenidos los amplicones de los genes 4D5scFvy BmKAGAP y el
plasmido pET30a_SmbP se procedié a realizar una doble digestion enzimatica
utilizando las enzimas de restriccion Ncol y Xhol para exponer los sitios cohesivos
para su posterior ligacion de los genes con el vector de expresion. Los

componentes y las condiciones de la digestion se observan en la tabla 4.

Tabla 4. Doble digestion enzimética de los amplicones de los genes 4D5scFv y
BmMKAGAP y el plasmido pET30a_SmbP.

Componente Cantidad Condiciones
pET30a_SmbP  4D5scFv  BmKAGAP

H2O ultrapura 30.4 uL 4.5 uL 4.5 uL

NEBuffer 3.1 10X SpuL 5uL SpuL Temperatura: 37

ADN 2 ug 1.28 ug 1.19 ug °C

Ncol 10 U/uL 20U 15U 15U Tiempo: 3 h

Xhol 20 U/uL 20U 20U 20U

Volumen 50 uL 50 pL 50 uL

Después de las 3 h de digestién al plasmido se le agreg6 1 U de la enzima
fosfatasa alcalina para su desfosforilacion para impedir que se vuelva a unir
durante la ligacion, y se incub6 a 37 °C por 1 h. Luego se realizO una
electroforesis submarina en gel de agarosa al 1% en buffer TAE 1X para

posteriormente purificar los fragmentos digeridos a partir del gel de agarosa.
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5.3.4 Reaccion de ligacion del vector de expresion pET30a_SmbP con los
genes 4D5scFv y BmMKAGAP

La reaccion de ligacion se llevé a cabo con una relacién molar vector:inserto

1:3 (pET30a_SmbP:4D5scFv y pET30a_SmbP:BmKAGAP) utilizando la enzima

T4 DNA ligasa (Bio Basic). Los componentes y las condiciones de reaccion se

muestran en la tabla 5.

Tabla 5. Reaccién de ligacion del vector pET30a_SmbP con los insertos 4D5scFv y
BmKAGAP.

Componente Cantidad Condiciones
4D5scFv BmKAGAP  Control

H2O ultrapura 9.5 uL 9.5 uL 10.5 uL

Buffer T4 DNA Ligasa 2pL 2 uL 2 uL

10X Temperatura: 4 °C

Vector 32.2ng 32.2ng 32.2ng Tiempo: 24 h

Inserto 12.9 ng 3.6 ng

T4 DNA ligasa 5 U/uL 5U 5U 5U

Volumen 20 L 20 L 20 pL

5.3.5 Clonacion de Escherichia coli DH5a con los plasmidos
pET30a_SmbP_4D5scFv y pET30a_SmbP_BmKAGAP

Se transformaron células de E. coli DH5a rubidio competentes con 10 uL de

la solucion de reaccion de ligacion de los plasmidos construidos

pET30a_SmbP_4D5scFv y pET30a_SmbP_BmKAGAP y el control, por la

técnica de choque térmico (5.3.1) utilizando 50 pL de células competentes. De

las colonias obtenidas se tomd una colonia de cada transformacion, se

sembraron en tubos de ensayo conteniendo 6 mL de LB/Kan (30 pg/mL) y se

incubaron a 37 °C con agitacion de 200 rpm por 16 h. Después se realizé la

extracciéon de ADN plasmidico por medio del kit y se cuantifico el ADN obtenido.
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Posteriormente se realiz6 una PCR para corroborar la construccion de los
plasmidos pET30a_SmbP_4D5scFv y pET30a_SmbP_BmKAGAP amplificando
la secuencia de ADN de los genes 4D5scFv y BmKAGAP utilizando la Green Taq
DNA polimerasa (GenScript) y los primers que se mencionan en la tabla 2. Los

componentes de la reaccion se encuentran en la tabla 6.

Tabla 6. Componentes de la reaccién de PCR para la amplificacion de los genes
4D5scFv y BmKAGAP.

Componente Cantidad

4D5scFv BmKAGAP
H2O ultrapura 36.5 uL 36.5 uL
10X Taq Buffer 5uL 5uL
dNTPs 10 mM 1uL 1uL
Forward 20 pmol 3 uL 3 uL
Reverse 20 pmol 3 uL 3 uL
ADN 100 ng 100 ng
Green Taqg DNA polimerasa 5 U/uL 25U 25U
Volumen 50 pL 5uL

En la tabla 3 se encuentran las condiciones programadas en el
termociclador. Posteriormente se realiz6 una electroforesis submarina en gel de
agarosa al 1% en buffer TAE 1X para observar si se amplificé la secuencia de los

genes.
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5.4 Construccion y propagacion del bacmid His_4D5scFv-BmKAGAP
5.4.1 Transposicion del plasmido pFastBacl_ His_4D5scFv-BmKAGAP en
el bacmid
El plasmido pFastBacl His 4D5scFv-BmKAGAP fue sintetizado por la
empresa GenScript, contiene el gen optimizado que codifica la proteina
recombinante His_4D5scFv-BmKAGAP para su expresion en la linea celular de

insecto.

Por la técnica de choque térmico se transformaron células de E. coli
DH10Bac™ con el plasmido pFastBacl His 4D5scFv-BmKAGAP. A 100 pL de
células se les afiadié 200 ng de plasmido, se incubd en hielo por 30 min, después
se realiz6 el choque térmico a 42 °C en bafio de agua por 45 s y se regreso al
hielo por 2 min mas. Se agregaron 800 pL del medio de cultivo SOC y se incub6
con agitacién de 225 rpm a 37 °C por 4 h. Después se prepararon diluciones
seriadas de 1071, 102y 10 con el medio SOC, de cada dilucién se tomaron 100
pL para sembrar en cajas con medio LB, agar bacterioldgico, 50 pg/mL Kan, 10
pg/mL Tetraciclina (Tet), 7 pg/mL Gentamicina (Gen), 100 pg/mL X-gal y 0.5mM
IPTG; para identificar las clonas por medio de generacion de colonias azules y
blancas, ya que si se llevé a cabo la transposicion del mini-Tn7 del plasmido de
transferencia en el sitio mini-Att Tn7 del bacmid se eliminara el gen lacZ de este

sitio®. Se incubaron las cajas a 37 °C por 24 h.

Se tomaron 9 colonias blancas y se resembraron por estria en cajas con el
medio mencionado en el parrafo anterior y se incubaron las cajas a 37 °C por 24

h para corroborar el color blanco de las colonias. Luego, se tomaron 4 colonias
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blancas, se sembraron en tubos de ensayo conteniendo 7 mL de LB/Kan, Tety
Gen (50, 10y 7 ug/mL), y se incubaron a 37 °C con agitacion de 200 rpm por 16
h. Después se realiz6 la extraccion de ADN del bacmid con el kit “DNA-spin™
Plasmid DNA Purification” (iNtRON Biotechnology) y se cuantific6 el ADN

obtenido utilizando el espectrofotdmetro NanoDrop 2000.

5.4.2 Amplificaciéon del sitio mini-Att Tn7

Se realiz6 una PCR para verificar la presencia del gen His_4D5scFv-
BmMKAGAP en el bacmid, se utilizaron los primers M13 Forward: 5'-
GTAAAACGACGGCCAGT-3' y M13 Reverse: 5-CAGGAAACAGCTATGAC-3’
gue hibridan el sitio mini-Att Tn7 del bacmid. Los componentes de la reaccion se

encuentran en la tabla 7.

Tabla 7. Componentes de la reaccion de PCR para la amplificacion del sitio mini-Att Tn7

del bacmid.
Componente Cantidad
Bacmid
H2O ultrapura 39 uL
10X Taq Buffer 5uL
dNTPs 10 mM 1.5puL
Forward 20 pmol 1.5puL
Reverse 20 pmol 1.5puL
ADN 100 ng
Green Taq DNA polimerasa 5 U/uL 25U
Volumen 50 uL

En la tabla 8 se encuentran las condiciones programadas en el
termociclador. Posteriormente se realizé una electroforesis submarina en gel de
agarosa al 1% en buffer TAE 1X para observar el tamafio de los productos de

PCR; si se llevd a cabo la transposicidbn se observara una amplificacion de
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alrededor de 3317 pb: 2300 pb que corresponden del plasmido pFastBacl mas
1017 pb del tamafo del gen His_4D5scFv-BmKAGAP, si no se realizd se

obtendra una amplificacion de alrededor de 300 pb.

Tabla 8. Programa de PCR establecido en el termociclador para la amplificacién del sitio
mini-Att Tn7 del bacmid.

Paso Temperatura Tiempo Ciclos
Desnaturalizacién inicial 93 °C 3 min 1
Desnaturalizacion 94 °C 45 s

Alineacion 55°C 45s 35
Extension 72 °C 5 min

Extension final 72 °C 7 min 1

A la clona que presentd la amplificacion de alrededor de 3329 pb se le
extrajo el bacmid His_4D5scFv-BmKAGAP con el kit maxiprep: DNA-maxi™
Endotoxin-Free Plasmid DNA Purification para obtener una alta concentraciéon de

bacmid para transfectar.

5.5 Transfeccion del ADN del baculovirus con el gen que codifica a la
inmunotoxina His_4D5scFv-BmKAGAP en la linea celular de insecto Spodoptera
frugiperda
5.5.1 Proliferacion de la linea celular ExpiSfo™

Se realiz6 el descongelamiento de la linea celular ExpiSf9™ (derivada de la
linea celular Sf9) en un bafio de agua a 37 °C, después se desinfecté el vial con
etanol al 70%, se transfirid6 el contenido del criovial a un frasco de cultivo
Erlenmeyer con 25 mL del medio ExpiSf™ CD y se incubd a 27 °C a 125 rpm

para un cultivo en suspension®.
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Se realiz6 pase celular cuando el cultivo alcanzo6 una densidad entre 5 — 10
x 108 células/mL y una viabilidad celular mayor o igual al 80% determinada por la
técnica de exclusiéon con azul de tripano3¢. Para determinar la viabilidad celular
se tom6 una alicuota de suspension celular (5 x 10° células/mL) para centrifugar
a 100 x g por 5 min y decantar, se resuspendio6 el pellet celular con 1 mL de buffer
de fosfatos salino (PBS, por sus siglas en inglés), se tomaron 50 pL y se
mezclaron con 50 pL de azul de tripano al 0.4%, se incubd 3 min a temperatura
ambiente, se tomaron 10 pL de esta solucion para observar en la camara de
Neubauer, se contaron células viables y no viables (azules) por separado vy, se

determind la viabilidad celular con la siguiente férmula:

o No. células viables
o Viabilidad celular = .
% Viabilidad celul No. total células x 100

Para realizar el pase celular se calcul6 el volumen inicial para una densidad
de siembra de 0.7 x 10° células/mL, se transfiri6 el volumen calculado a medio
fresco y se incubd con las mismas condiciones; se repite este paso para

mantener o propagar las células.

5.5.2 Transfeccion del bacmid His_4D5scFv-BmKAGAP en la linea
celular ExpiSfo™
Se determiné la densidad y viabilidad celular, para tomar 62.5 x 106 células
y transferirlas a un tubo conico de 50 mL, se centrifugd a 300 x g por 5 miny se
decantd, se resuspendio el pellet con 25 mL de medio de cultivo fresco y se
transfirié al frasco de cultivo Erlenmeyer, se incub6 a 27 °C a 125 rpm por 30 min.

Por medio de lipofeccion se llevo a cabo la transfeccion de las células con el
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reactivo de transfeccion ExpiFectamine™ Sf, se afiadié al cultivo 30 pL del
reactivo mencionado, 1 mL del medio de suero reducido Opti-Mem™ |y 12.5 ug
del bacmid His_4D5scFv-BmKAGAP, y se incub6 a 27 °C a 125 rpm hasta una
disminucién de la viabilidad entre el 60 — 80% o por 72 — 96 h3°, También se
transfectd el bacmid sin modificaciones como control negativo para la expresion

de proteinas.

Posteriormente el cultivo se centrifugd a 300 x g por 5 min, se recolecto el
sobrenadante (Stock P0O) y se almacené a 4 °C protegido de la luz para su uso

posterior.

5.6 Expresién y purificacion de las proteinas recombinantes 4D5scFv y

BmKAGAP

5.6.1 Clonacién de Escherichia coli Origami 2(DE3) y SHuffle T7(DE3) con

los plasmidos pET30a_SmbP_4D5scFv y pET30a_SmbP_BmKAGAP
Se transformaron células de E. coli Origami 2(DE3) y SHuffle T7(DE3)
rubidio competentes con 60 ng de los plasmidos pET30a_SmbP_4D5scFv y
pET30a_SmbP_BmKAGAP, por la técnica de choque térmico (5.3.1) utilizando
25 pL de células competentes. De las colonias obtenidas se tomaron dos colonias
de cada transformacion, se sembraron en tubos de ensayo conteniendo 2 mL de
LB/Kan (30 pg/mL) y se incubaron a 37 °C con agitacién de 200 rpm por 16 h,

para usarlos como inoculos.
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5.6.2 Microexpresion de las proteinas recombinantes SmbP_4D5scFv y
SmbP_BmKAGAP

Se inocularon tubos de ensayo conteniendo 4 mL de LB/Kan (30 pg/mL) a

una concentracion de 1:1000 a partir de los cultivos de E. coli Origami 2(DE3) y

SHuffle T7(DE3) transformados con los plasmidos pET30a_SmbP_4D5scFv y

pET30a_SmbP_BmMKAGAP por separado, se incubaron a 37 °C hasta que

llegaron a una densidad optica a 600 nm (DOsoo) entre 0.4 — 0.6. Posteriormente

a 2 mL de cada cultivo se les afiadié 2 pL de IPTG 0.1 M, para inducir la expresion

de las proteinas a una concentracion final de IPTG de 1 mM, se llevaron a cabo

las expresiones a 25 °C con agitacion de 200 rpm por 16 h.

Después se centrifugaron los cultivos a 13000 rpm por 2 min y se decant6
el sobrenadante, a los pellets celulares se les afiadieron microesferas de vidrio y
100 pL de buffer de equilibrio (Tris 50 mM y NaCl 500 mM; pH 8) y se les aplicé
vortex por 4 min para lisar las células. Luego se centrifugd a 12000 rpm a 4 °C
por 10 miny se recolecté el sobrenadante para la caracterizaciéon de las proteinas
por electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes

(SDS-PAGE).

Las composiciones de las fases del gel de poliacrilamida se encuentran en
las tablas 9 y 10 para hacer 2 geles, siendo de 4% para la fase concentradora y
de 12 y 15% para la fase separadora para las proteinas SmbP_4D5scFv y

SmbP_BmKAGAP respectivamente.
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Tabla 9. Fase concentradora al 4% SDS-PAGE.

Componente Cantidad
H2O ultra pura 6.4 mL
Acrilamida/Bis 40% 1mL

Gel buffer Tris-HCI 0.5 M pH 6.8 2.5mL
SDS 10% 100 pL
Persulfato de amonio 10% 100 pL
TEMED 20 pL

Tabla 10. Fase separadora al 12 y 15% SDS-PAGE.

Componente Cantidad

12% 15%
H-O ultra pura 4.4 mL 3.65mL
Acrilamida/Bis 40% 3mL 3.75mL
Gel buffer Tris-HCI L.5M pH 8.8 2.5mL 2.5 mL
SDS 10% 100 pL 100 pL
Persulfato de amonio 10% 100 pL 100 pL
TEMED 10 pL 10 uL

Se tomaron 10 pL de cada muestra y se mezclaron con 2 yL de buffer de
carga para proteinas 6X, se cargaron las muestras en el gel de poliacrilamida, se
aplicé una primera corriente de 80 V por 10 min y una segunda de 130 V por 90
min en buffer Tris-Glicina-SDS 1X (TGS, tris 0.25 M, glicina 1.92 My SDS 1%).
Después de ese tiempo se dejaron tifiendo los geles con la solucién colorante de
Coomassie (azul brillante de Coomassie R-250 0.5%, metanol 50% y &acido
acético 10%) en agitaciéon por una noche y se destifieron con la solucién

decolorante (metanol 50% y acido acético 10%) para observar las bandas azules

correspondientes a las proteinas.
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5.6.3 Escalamiento de la expresion de las proteinas recombinantes
SmbP_4D5scFvy SmbP_BmKAGAP
Para el escalamiento de las expresiones se decidié continuar solo con la
cepa de E. coli SHuffle T7(DE3). Se inocularon ocho matraces triptinizados de
500 mL conteniendo 125 mL de LB/Kan (30 ug/mL) a una concentracion de 1:100
a partir de los cultivos de E. coli SHuffle T7 transformados con los plasmidos
pET30a_SmbP_4D5scFv y pET30a_SmbP_BmKAGAP por separado, se
incubaron a 37 °C hasta que llegaron a una DOsoo entre 0.4 — 0.6. Posteriormente
a cada cultivo se le afiadio 12.5 uL de IPTG 1 M, para inducir la expresion de las
proteinas a una concentracion final de IPTG de 1 mM, se llevaron a cabo las

expresiones a 25 °C con agitacién de 200 rpm por 16 h.

5.6.4 Purificacidon de las proteinas recombinantes SmbP_4D5scFv vy
SmbP_BmKAGAP

Después de la expresion se centrifugaron los cultivos a 8500 rpm a 4 °C por

10 min y se decantd el sobrenadante. Los pellets celulares se resuspendieron

con buffer de equilibrio y se le afiadieron microesferas de vidrio de 0.1 mm para

lisar las células mediante agitacion mecéanica a 300 rpm por 1 h. Posteriormente

los lisados se centrifugaron a 8500 rpm a 4 °C por 15 min, y se volvieron a

centrifugar los sobrenadantes con las mismas condiciones mencionadas.

La purificacion de las proteinas recombinantes se realizo por cromatografia
de afinidad por metales inmovilizados (IMAC, por sus siglas en inglés) utilizando

el equipo de cromatografia liquida de proteinas rapida (FPLC) AKTAprime plus
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(General Electric), la columna cromatografica empleada fue HiTrap IMAC FF de

1 mL (GE Healthcare) cargada con Ni(ll) (NiSO4 0.1 M).

Primero se equilibré la columna con 5 volumenes del buffer de equilibrio,
luego se cargo la muestra, se lava la columna con el buffer de equilibrio hasta
que la absorbancia disminuya. Una vez que la absorbancia se mantuvo
constante, se realiz0 la elucion por gradiente de concentracion al 100% con 40
volumenes del buffer de elucion que contiene imidazol (tris 50 mM, NaCl 500 mM
e imidazol 200 mM; pH8), se recolectaron las fracciones y se analizaron por SDS-
PAGE aquellas que presentaron un incremento en la absorbancia, para observar

la presencia de las proteinas recombinantes.

5.6.5 Cuantificacién de proteinas

Las fracciones que contenian la proteina recombinante se unieron y se
dializaron con el buffer de equilibrio. Para la determinacion de las proteinas
totales de los dializados se utilizo la técnica de Bradford, en la cual se tomaron
25 pL de las muestras a analizar por triplicado y se mezclaron con 1 mL del
reactivo Bradford 1X (20 mg de azul brillante de Coomassie G-250, 10 mL de
etanol 95% y 20 mL de &cido fosférico 85%, y aforar a 100 mL) se incubé a
temperatura ambiente por 5 min, y se ley6 la absorbancia a 595 nm en el
espectrofotometro Uv-Vis (Jenway 7305)3’. Se realizd una curva de calibracion

con un estandar de albimina sérica bovina.

5.6.6 Remocion de la proteina de fusion
Para remover la proteina de fusion SmbP de las proteinas 4D5scFv y
BmKAGAP, se afadieron 25 unidades de la enzima enteroquinasa para cortar 1
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mg de las proteinas recombinantes, las soluciones fueron incubadas a 25 °C por

24 h.

Luego el fragmento variable y el péptido se purificaron por cromatografia en
columna empacada con resina de agarosa Protelndex™ HiBond™ cargada con
Ni(ll) (NiSO4 0.1 M), la solucién de reaccion de la enteroquinasa de cada proteina
se afadio a la columna y se incub6 a 4 °C por 1 h, se eluyo la solucién por

gravedad y se analizo por Tricina-SDS-PAGE.

Las composiciones de las fases del gel de poliacrilamida se encuentran en
las tablas 11 y 12, siendo de 4% para la fase concentradora y de 12 y 15% para
la fase separadora para las proteinas recombinantes 4D5scFv y BmKAGAP

respectivamente.

Tabla 11. Fase concentradora al 4% Tricina-SDS-PAGE.

Componente Cantidad
H2O ultra pura 3.42 mL
Acrilamida/Bis 30% 0.66 mL
Gel buffer Tris-HCIl 2.5 M pH 8.8 0.76 mL
Persulfato de amonio 10% 150 pL
TEMED 5puL

Tabla 12. Fase separadora al 12 y 15% Tricina-SDS-PAGE.

Componente Cantidad

12% 15%
H>O ultra pura 0.89 mL 0.29 mL
Acrilamida/Bis 30% 4 mL 5mL
Gel buffer Tris-HCI 25M pH 8.8 5 mL 4.6 mL
Persulfato de amonio 10% 100 pL 100 pL
TEMED 6 pL 6 pL
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Se cuantifico la cantidad de proteina de las fracciones no unidas por la
técnica de Bradford mencionada en el apartado 5.6.5, y la pureza fue

determinada por densitometria usando el software ImageJ=.

5.7 Expresion y purificacion de la proteina recombinante 4D5scFv-BmKAGAP en
la linea celular de insecto Spodoptera frugiperda
5.7.1 Microexpresion de la proteina recombinante His_4D5scFv-
BmKAGAP
A un cultivo de ExpiSf9™ se determiné la densidad y viabilidad celular (2
90%), para sembrar un nuevo cultivo de 25 mL con una densidad final de 5 x 10°
células/mL, y se le afadieron 100 pL del reactivo ExpiSf™ enhancer

perteneciente al kit: ExpiSf™ Protein Production; se incubé el cultivo a 27 °C a 125

rpm por 16 h. Después, se determing la densidad celular para verificar que se
encuentre entre 5 — 10 x 10° células/mL, y su viabilidad celular sea 2 80%. Una
vez comprobados los parametros se afiadieron al cultivo 500 pL del Stock PO viral
del bacmid His_4D5scFv-BmKAGAP y se incub6 a 27 °C a 125 rpm por 72 — 96
h, para que el baculovirus infecte a las células de insecto y se lleve a cabo la
expresion de la proteina recombinante3®. Como control negativo se infecté un

cultivo con un Stock PO de particulas virales sin el gen His_4D5scFv-BmKAGAP.

Después se centrifugaron los cultivos a 300 x g por 5 min y se decant6 el
sobrenadante, a los pellets celulares se les afiadieron 7.5 g de microesferas de

vidrio de 0.1 mm y 5 mL de buffer de lisis (Tris 50 mM, KCI 150 mM y Triton — X

42



100 0.1%; pH 7.7). Se lisaron las células mediante agitacidon mecanica a 300 rpm
por 30 min. Posteriormente los lisados se centrifugaron a 8000 rpm a 4 °C por 15
min y se recolect6 el sobrenadante para la caracterizacion de las proteinas por

SDS-PAGE.

Las composiciones de las fases del gel de poliacrilamida se encuentran en
las tablas 9 y 10, siendo de 4% para la fase concentradora y de 12% para la fase

separadora.

Se tomaron 10 pL de cada muestra y se mezclaron con 2 uL de buffer de
carga para proteinas 6X, se cargaron las muestras en el gel de poliacrilamida, se
aplicé una primera corriente de 80 V por 10 min y una segunda de 130 V por 90
min en buffer TGS 1X. Después de ese tiempo se dejaron tifiendo los geles con
la solucion colorante de Coomassie en agitacion por una noche y se destifieron
con la solucion decolorante para observar las bandas azules correspondientes a

las proteinas.

5.7.2 Purificacion de la proteina recombinante His_4D5scFv-BmKAGAP

Después de la expresion de un cultivo de 60 mL de las células infectadas
con las particulas virales del bacmid His_4D5scFv-BmKAGAP, se centrifug6 el
cultivo a 300 x g a 4 °C por 10 min y se decant6 el sobrenadante. Los pellets
celulares se resuspendieron con buffer de lisis y se le afiadieron microesferas de
vidrio de 0.1 mm para lisar las células mediante agitacion mecanica a 300 rpm
por 30 min. Posteriormente los lisados se centrifugaron a 8500 rpm a 4 °C por 20
min, se removio el sobrenadante y al pellet se le afiadié 15 mL de buffer Trisy 5
mL de urea 8 M para solubilizar las proteinas, se volvié a centrifugar con las
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condiciones mencionadas y se tomé el sobrenadante para su posterior

purificacion.

La purificacion de la proteina recombinante se realizé por cromatografia en
columna empacada con resina de agarosa Protelndex™ HiBond™ cargada con
Ni(ll) (NiSO4 0.1 M), el sobrenadante se afiadio a la columna y se incubo a 4 °C

por 1 h, se eluyd la solucion por gravedad y se analizé por SDS-PAGE.

5.8 Evaluacion de la actividad antiproliferativa in vitro

5.8.1 Proliferacion de las lineas celulares MCF-7

Se realiz6 el descongelamiento de la linea celular MCF-7 en bafio de agua
a 37 °C, se desinfecto el vial con etanol al 70% para manipularlo en la campana
de flujo laminar de bioseguridad de clase Il, se tomaron 500 pL de la suspensién
celular y se transfirieron a un frasco de cultivo de 25 cm, y se agregaron 3 mL del
medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM, por sus siglas en inglés)
suplementado con 10% de suero fetal bovino. Se incubé el frasco a 37 °C en una
atmoésfera humidificada con 5% de CO2 hasta la formacién de la monocapa3®. Se

renovo el medio de cultivo cada 2 o 3 dias.

Para mantener a las células en crecimiento exponencial se realizaron
posteriores pases celulares cuando el cultivo alcanzé un nivel de confluencia de
aproximadamente el 80%. Para llevar a cabo el pase celular, primero se retiro el
medio de cultivo, se hizo un lavado con PBS, se retir0 el buffer y se afadieron

500 pL de la enzima proteolitica tripsina 0.25% - EDTA, la cual desprende la
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monocapa rompiendo las uniones intercelulares, se incubé a 37 °C de 3 — 5 min,
se observé al microscopio el desprendimiento de la monocapa, posteriormente
se afladié 1 mL de medio de cultivo para inactivar la tripsina, esta solucion se
transfirid a un tubo conico para centrifugar las células a 1300 rpm por 10 min, se
desecho el sobrenadante y se resuspendieron las células con 5 mL de medio de
cultivo fresco, se tomaron 10 pL para calcular la concentracion celular de la
suspension en la cAmara de Neubauer?®. Después se realizaron diluciones de la
suspension celular para preparar un nuevo cultivo en el frasco con una densidad
de 50,000 células/mL o en placas de 96 pocillos, cada uno con 5,000 células en

100 pL. Las células se incubaron con las condiciones antes mencionadas.

5.8.2 Evaluacién de la actividad antiproliferativa in vitro
Para evaluar la actividad antiproliferativa se utilizé el ensayo de WST-1 (4-
[3-(4-yodofenil)-2-(4-nitrofenil)-2H-5-tetrazolio]-1,3-bencenodisulfonato), el cual
es una técnica colorimétrica cuantitativa donde WST-1 es escindido a formazan
por el sistema mitocondrial succinato-tetrazolio reductasa perteneciente al
proceso metabdlico de fosforilacion oxidativa de las células que se encuentren

metabdlicamente activas*142.

Se evalué la actividad antiproliferativa de SmbP_BmKAGAP y BmKAGAP

en la linea celular MCF-7.

Después de 24 h de incubacién de las células en la placa de 96 pocillos se
afnadio la proteina recombinante a evaluar por microdilucion siendo 100 pg/mL la
concentracion mas alta; cada una de las concentraciones a analizar se realizaron
por triplicado. Se incubo la placa por 24 h a 37 °C en una atmosfera humidificada
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con 5% de CO:2. Después de ese tiempo se retir0 el medio de cultivo y se afiadio
a cada pocillo 95 pL de medio fresco mas 5 L del reactivo WST-1, y se incubd
por 2 h. Posteriormente se midio la DOasso en el lector de placas, el blanco fue

medio de cultivo con WST-1y como control negativo las células sin el tratamiento.

Con los resultados de las absorbancias obtenidas se puede calcular el

porcentaje de viabilidad celular con la siguiente formula:

100

o Abs. analito — Abs. blanco
% Viabilidad celular = ( )

Abs. control negativo — Abs. blanco

El ICso se determiné por el programa GraphPad Prism 5.03.

5.9 Disposicioén de los residuos generados

Se identificaron, clasificaron y se dispusieron los residuos generados en los
diferentes colectores que se encuentran en los laboratorios de: Expresion y
Purificacion de Proteinas, y Farmacologia Molecular y Modelos Biolégicos de la
Division de Estudios de Posgrado; de acuerdo con el reglamento del
Departamento de Manejo y Control de Residuos de Laboratorio de la Facultad de

Ciencias Quimicas, UANL.
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CAPITULO VI

6. RESULTADOS

6.1 Construccién y propagacion de los plasmidos pET30a_SmbP_4D5scFv,
pET30a_SmbP_BmKAGAP
6.1.1 Clonacion, propagacion y extraccion de los plasmidos
pET30a_SmbP, pUC57_4D5scFv y pUC57_BmKAGAP
Se busco la secuencia de aminoécidos del fragmento Fab del anticuerpo
monoclonal Trastuzumab con la clave 1N8Z en la base de datos de Protein Data
Bank, de la cual solo se tom6 la secuencia de aminoacidos del dominio variable*3.
Se utilizo el servidor Paratome para la identificacion de las regiones de union al
antigeno*4°, En la figura 3 se encuentra la secuencia de aminoacidos del
4D5scFv, los dominios variables de la cadena pesada y de la ligera se encuentran
unidos por un enlazador flexible: (GGGGS)s, ademas se le afiadié una cisteina al
C-terminal de la cadena para posteriormente sea utilizado para la formacion del

enlace disulfuro con el reactivo de entrecruzamiento?s.

47



001 EVQLVESGGG LVQPGGSLRL SCAASGFNIK DTYIHWVRQA PGKGLEWVAR IYPTNGYTRY

061 ADSVKGRFTI SADTSKNTAY ~ LOMNSLRAED  TAVYYCSRWG  GDGFYAMDYW GQGTLVTVSS

121 DIQMT  QSPSSLSASV GDRVTITCRA SQDVNTAVAW YQQKPGKAPK
181 LLIYSASFLY SGVPSRFSGS RSGTDFTLTI SSLQPEDFAT YYCQQHYTTP  PTFGQGTKVE
241 IK

Figura 3. Secuencia de 243 aminoacidos del 4D5scFv. En negrita se encuentran las

regiones de union al antigeno y en cursiva el enlazador flexible.

En el caso de la secuencia de aminoacidos de BmKAGAP se busco en la
base de datos de GenBank con la clave AAP34332.1, y se presenta en la figura

4.

001 VRDGYIADDK  NCAYFCGRMA YCDDECKKNG AESGYCQWAG VYGNACWCYK LPDKVPIRVP
061 GKCNGG

Figura 4. Secuencia de 66 aminoacidos de BmKAGAP.

Los genes que codifican estas proteinas se mandaron a sintetizar y
optimizar para su expresion en E. coli, con los sitios de restriccion para las

enzimas Ncol y Xhol.

Se obtuvieron cepas de E. coli DH5a rubidio competentes transformadas
con los plasmidos pET30a_SmbP, pUC57_4D5scFv y pUC57_BmKAGAP. De

estas construcciones se obtuvo el ADN plasmidico por lisis alcalina.

6.1.2 Amplificacion de los genes 4D5scFv y BmKAGAP
En la figura 5 se encuentra un gel de agarosa al 1% donde se observan los

amplicones de 765 pb (pares de bases) del gen 4D5scFv y de 234 pb del gen

48



BmKAGAP cada uno con sus respectivos sitios de restriccion para las enzimas

Ncol y Xhol.

765

234

Figura 5. Amplificacion de los genes 4D5scFv y BmKAGAP. Electroforesis en gel de
agarosa al 1%. Carril 1: Amplicon de 4D5scFv. Carril 2: Amplicon de BmKAGAP. Carril

3: Marcador de peso molecular wide range DNA logical marker (Biobasic).

6.1.3 Doble digestion enzimética de los amplicones de los genes 4D5scFv
y BmMKAGAP y del vector de expresion pET30a_SmbP
La doble digestion enzimatica del gen 4D5scFv generé 1 fragmento de 740
pb y el gen BmMKAGAP generé 1 fragmento de 209 pb, estos corresponden al gen
con la exposicion de los sitios de restriccion de las enzimas Ncol y Xho |, en la

figura 6 se observan estas bandas en el gel de agarosa al 1%.
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740

209

Figura 6. Doble digestion enzimatica de los genes 4D5scFv y BmKAGAP.
Electroforesis en gel de agarosa al 1%. Carril 1: Marcador de peso molecular. Carril 2:
4D5scFv digerido con las enzimas Ncol y Xhol. Carril 3: BmMKAGAP digerido con las

enzimas Ncol y Xhol.

En la figura 7 se encuentra el fragmento de 5368 pb del vector

pET30a_SmbP digerido con las dos enzimas mencionadas.

2

5368

Figura 7. Doble digestion enzimatica del vector de pET30a_SmbP. Electroforesis en
gel de agarosa al 1%. Carril 1: pET30a_SmbP digerido con las enzimas Ncol y Xhol.
Carril 2: Marcador de peso molecular.
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6.1.4 Reaccion de ligacion del vector de expresion pET30a_SmbP con los
genes 4D5scFv y BmMKAGAP

Las reacciones de ligacion del vector pET30a_SmbP con los insertos

4D5scFv y BmKAGAP se realizaron con la relacion molar 1:3. En la figura 8 y 9

se encuentran las representaciones esquematicas de las construcciones.

Ncol Xhol

4D5scFv

Xhol  Ncol Neol

pET30a_SmbP_4D5scFv
— 6282 bp

pET30a-SmbP

Figura 8. Representacion esquematica de la construccion del vector
pET30a_SmbP_4D5scFv.
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Ncol Xhol

BmKAGAP

Xhol Ncol

pET30a_SmbP_BmKAGAP
— 5751 bp

pET30a-SmbP

Figura 9. Representacion esquematica de la construccion del plasmido
pET30a_SmbP_BmKAGAP.

6.1.5 Clonacion de Escherichia coli DH5a con los plasmidos
pET30a_SmbP_4D5scFvy pET30a_SmbP_BmKAGAP
De las dos transformaciones con los plasmidos pET30a_SmbP_4D5scFv y
pET30a_SmbP_BmMKAGAP se obtuvieron colonias transformadas de E. coli
DH5a rubidio competentes. Para corroborar la construccién de los plasmidos se
realizd una PCR de las clonas para la amplificacion de la secuencia de ADN de
los genes 4D5scFv y BmMKAGAP. En la figura 10 se encuentra un gel de agarosa
al 1%, en el carril 3 se observa una banda entre las lineas de 800 y 600 pb del
marcador de peso molecular, lo que nos indica que se trata del amplicon
esperado de 765 pb del plasmido pET30a_SmbP_4D5scFv; y en el carril 5 se
observa una banda entre las lineas de 300 y 200 pb del marcador de peso
molecular, lo que nos indica que se trata del amplicén esperado de 234 pb del

plasmido pET30a_SmbP_BmKAGAP.

52



10000

3000

1500
800
600

300
200

765

234

Figura 10. Analisis por PCR de las clonas de E. coli DH5a transformadas con
pET30a_SmbP_4D5scFv y pET30a_SmbP_BmKAGAP. Electroforesis en gel de
agarosa al 1%. Carril 1: Marcador de peso molecular. Carril 2: Control de
pET30a_SmbP con los primers para 4D5scFv. Carril 3: Amplicon de 4D5scFv. Carril 4:
Control de pET30a_SmbP con los primers para BmMKAGAP. Carril 5: Amplicon de
BmKAGAP.

6.2 Construccion y propagacion del bacmid His_4D5scFv-BmKAGAP
6.2.1 Transposicion del plasmido pFastBacl_His_4D5scFv-BmKAGAP en
el bacmid
Se decidié expresar la inmunotoxina completa en el sistema de expresion
eucariotico, las células de insecto ExpiSfO™, para lo cual se unieron las
secuencias de aminoéacidos de 4D5scFv y de BmMKAGAP mediante un enlazador
flexible: EFPKPSTPPGSSGGAP para que cada proteina ejerza su funcion sin
que ocurra impedimento estérico, ademas en el extremo N’ se le anadio el
aminoacido de inicio de la sintesis de la cadena (metionina), una etiqueta de
histidinas (Hiss) seguido del sitio de corte de la proteasa del virus del grabado del

tabaco (TEV, por sus siglas en inglés) para poder escindir la etiqueta Hiss de la
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inmunotoxina. En la figura 11 se muestra la secuencia de aminoacidos de la

inmunotoxina His_4D5scFv-BmKAGAP.

001 MHHHHHHENL YFQGEVQLVE SGGGLVQPGG SLRLSCAASG  FNIKDTYIHW  VRQAPGKGLE
061 WVARIYPTNG YTRYADSVKG  RFTISADTSK NTAYLQMMNSL RAEDTAVYYC SRWGGDGFYA
121 MDYWGQGTLV  TVSS D IQMTQSPSSL  SASVGDRVTI  TCRASQDVNT
181 AVAWYQQKPG  KAPKLLIYSA SFLYSGVPSR ~ FSGSRSGTDF  TLTISSLQPE DFATYYCQQH
241 YTTPPTFGQG TKVEIKEFPK  PSTPPGSSGG APVRDGYIAD DKNCAYFCGR NAYCDDECKK
301 NGAESGYCQW  AGVYGNACWC YKLPDKVPIR  VPGKCNGG

Figura 11. Secuencia de aminoacidos de la inmunotoxina His_4D5scFv-BmKAGAP.

El gen que codifica esta proteina se mandoé a sintetizar y optimizar para su

expresion en la linea celular de insecto.

Se obtuvieron colonias blancas y azules aisladas de E. coli DH10Bac™
transformada con el pldsmido pFastBacl His_4D5scFv-BmKAGAP en la caja
con la dilucién 10-3. Se resembraron por estria 9 colonias blancas en cajas con
medio LB, agar bacterioldégico, 50 pg/mL Kan, 10 pg/mL Tetraciclina (Tet), 7
png/mL Gentamicina (Gen), 100 pug/mL X-gal y 0.5 mM IPTG para corroborar que
el bacmid no tenga todavia el gen lacZ que codifique la enzima p-galactosidasa
e hidrolice el X-gal y se genere el color azul en las células; 7 colonias presentaron
de nuevo el color blanco y 2 el color azul. Se tomaron 4 colonias blancas y se les

extrajo el ADN del bacmid por lisis alcalina.

6.2.2 Amplificacion del sitio mini-Att Tn7
Para corroborar que se haya realizado la transposicion y verificar la
presencia del gen His_4D5scFv-BmKAGAP en el bacmid se realiz6 una PCR de
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las 4 clonas aisladas. En la figura 12 se encuentra un gel de agarosa al 1%, en
el carril 3 se observa una banda por encima de la linea de 3000 pb del marcador
de peso molecular, se trata del amplicén esperado de alrededor de 3329 pb; en
los carriles 4, 5y 6 se observa esta banda muy delgada, ademas en el carril 6 se
encuentra también la banda de alrededor de 300 pb; los carriles 2 y 7 son
controles negativos y, en el carril 8 esta como control positivo el bacmid sin el

inserto y presenta la banda de ~300 pb.

pb

~3329

Figura 12. Andlisis por PCR del bacmid His_4D5scFv-BmKAGAP de las clonas de E.
coli DH10Bac™ transformadas con pFastBacl_His_4D5scFv-BmKAGAP.
Electroforesis en gel de agarosa al 1%. Carril 1: Marcador de peso molecular Ready-to-
Use™ Pluse 100 bp DNA Ladder (GenScript). Carril 2: Control negativo sin muestra.
Carril 3, 4, 5y 6: Amplicon del sitio mini-Att Tn7 con el gen His_4D5scFv-BmKAGAP.
Carril 7: Control negativo sin polimerasa. Carril 8: Amplicon del sitio mini-Att Tn7 sin el

inserto.

La clona del carril 3 se eligio para extraer y purificar el bacmid His_4D5scFv-

BmKAGAP con el kit de extraccion de ADN libre de endotoxinas para que sea
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empleado en la transfeccion de ExpiSfo™, se obtuvo una concentracién de 489.3

ng/uL.

6.3 Transfeccion del ADN del baculovirus con el gen que codifica a la
inmunotoxina His_4D5scFv-BmKAGAP en la linea celular de insecto Spodoptera
frugiperda
6.3.1 Proliferacién de la linea celular ExpiSfo™
Después de que el cultivo de las células en suspension de ExpiSfo™ tuvo
su primer pase celular, los cultivos posteriores a los tres dias de incubacion
alcanzan densidades superiores a 5 x 10° células/mL con viabilidades celulares

2 94%.

6.3.2 Transfeccion del bacmid His_4D5scFv-BmKAGAP en la linea
celular ExpiSfo™
El cultivo de la linea celular ExpiSf9™ transfectado con el bacmid
His_4D5scFv-BmKAGAP se mantuvo incubando hasta la disminucion de la
viabilidad celular del 60% por 96 h. En la figura 13 se muestra que las células
presentaron cambios en la morfologia, se observaron mas grandes y granulares

en comparacion con las células no transfectadas.
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Figura 13. Morfologia de la linea celular ExpiSfo™. A: Células no transfectadas con el

bacmid. B: Células transfectadas con el bacmid His_4D5scFv-BmKAGAP.

Después de las 96 h se recolecto el sobrenadante libre de células, llamado
Stock PO, el cual contiene los virus (baculovirus recombinante) formados por las

células. Este Stock PO se mantuvo a 4 °C protegido de la luz hasta su utilizacion.

6.4 Expresion y purificacion de las proteinas recombinantes 4D5scFv y
BmKAGAP en Escherichia coli SHuffle T7(DE3)
6.4.1 Clonacion de Escherichia coli Origami 2(DE3) y SHuffle T7(DE3) con
los plasmidos pET30a_SmbP_4D5scFv y pET30a_SmbP_BmKAGAP
De las dos transformaciones con los plasmidos pET30a_SmbP_4D5scFv y
pET30a_SmbP_BmMKAGAP se obtuvieron colonias transformadas de E. coli
Origami 2(DE3) y SHuffle T7(DE3) rubidio competentes, las cuales se usaron

como indculo para las posteriores expresiones.
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6.4.2 Microexpresion de las proteinas recombinantes SmbP_4D5scFv y
SmbP_BmKAGAP

Se realizé una electroforesis de proteinas SDS-PAGE para observar una

banda de 36.88 kDa correspondiente a la expresion de SmbP_4D5scFv y una de

18.27 kDa para SmbP_BmKAGAP; pesos moleculares predichos por el servidor

virtual EXPASY — ProtParam.

En la figura 14 se encuentra un gel de poliacrilamida al 12% que
corresponde al analisis de proteinas de la expresion de SmbP_4D5scFv en E.
coli Origami 2(DE3) y SHuffle T7(DE3), en los carriles de la expresion se observa
una banda gruesa que se encuentra entre las bandas de 35 y 45 kDa del
marcador de peso molecular que difiere de los controles de E. coli sin transformar

y sin inducir.

Origami 2(DE3) SHuffle T7(DE3)
Controles SmbP_4D5scFv Controles SmbP_4D5scFv

kDa1é3l45l‘|§v7ll89|

— - S B B — 3688

250 —

18.4—

14.4 308

Figura 14. Andlisis por electroforesis en el gel de poliacrilamida al 12% de la expresion
de SmbP_4D5scFv. Carril 1: Marcador de peso molecular de proteinas sin tefiir
Pierce™ (Thermo Scientific™). Carriles 2 y 6: Controles sin transformar. Carriles 3y 7:
Controles sin inducir. Carriles 4, 5, 8 y 9: Expresion de SmbP_4D5scFv (36.88 kDa).

58



En la figura 15 se encuentra un gel de poliacrilamida al 15% que
corresponde al analisis de proteinas de la expresion de SmbP_BmKAGAP en E.
coli Origami 2(DE3) y SHuffle T7(DE3), en los carriles de la expresion se observa
una banda gruesa que se encuentra alrededor de la banda de 18.4 kDa del
marcador de peso molecular, esta banda difiere de los controles de E. coli sin

transformar y sin inducir.

Origami 2(DE3) SHuffle T7(DE3)
Controles SmbP_BmKAGAP Controles SmbP_BmKAGAP

1 234 56 78 9

kDa

Figura 15. Analisis por electroforesis en el gel de poliacrilamida al 15% de la expresiéon
de SmbP_BmKAGAP. Carril 1: Marcador de peso molecular. Carriles 2, 3,6y 7:
Controles sin transformar y sin inducir. Carriles 4, 5, 8 y 9: Expresién de
SmbP_BmKAGAP (18.27 kDa).

6.4.3 Escalamiento de la expresion de las proteinas recombinantes

SmbP_4D5scFvy SmbP_BmKAGAP

Para escalar la expresion de las proteinas recombinantes se decidi6
emplear solo E. coli SHuffle T7(DE3) ya que visualmente en los geles de

poliacrilamida de las figuras 14 y 15 no se observa alguna diferencia en la
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concentracion de las proteinas expresadas en las dos cepas, ademas SHuffle

T7(DE3) llega a la DOsoo en menos tiempo que Origami 2(DE3).

6.4.4 Purificacion de las proteinas recombinantes SmbP_4D5scFv vy

SmbP_BmKAGAP

Las proteinas recombinantes expresadas en 1 L de medio de cultivo LB
fueron purificadas por medio de IMAC, se recolectaron fracciones de 500 pL y se
analizaron por SDS-PAGE aquellas que presentaron un incremento en la

absorbancia.

SmbP_4D5scFv empezé a eluir al 18% en la concentracion del gradiente
de elucion al observar la banda de 36.88 kDa en los geles de poliacrilamida al
12% de la figura 17, las fracciones en donde se encontr6 la proteina

recombinante se observaron con otras proteinas contaminantes.

3254 = Absorbancia (mAu)
Gradiente (%)

200

N O N
o o1 O U
1 1 1

65 70 75 80 85 90
Tiempo (min)

Figura 16. Cromatograma de purificaciéon de SmbP_4D5scFv.
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Fracciones Fracciones

13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 2

Fraccién no unida

Sin purficar

kDa 1 23 4 56 78 91011 12] kDa
120 120
80 80
60 60
40 40
30 30
20 20

Figura 17. Andlisis por electroforesis en el gel de poliacrilamida al 12% de la
purificacién de SmbP_4D5scFv. Marcador de peso molecular: PAGE-MASTER Protein
Standard (GenScript). Muestra sin purificar. Fraccion no unida. Carriles 1 — 26:
Fracciones de purificacion.

SmbP_BmKAGAP empez6 a eluir al 16% en la concentracion del gradiente
de elucion al observar la banda de 18.27 kDa en los geles de poliacrilamida al
15% de la figura 19, las fracciones en donde se encontré la proteina

recombinante también se observaron con otras proteinas contaminantes.
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Figura 18. Cromatograma de purificacién de SmbP_BmKAGAP.

Fracciones

1234 56 78 9101112] kDa
116.0 —

Fracciones

113 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26|

Figura 19. Analisis por electroforesis en el gel de poliacrilamida al 15% de la
purificacién de SmbP_BmKAGAP. Marcador de peso molecular. Muestra sin purificar.
Fraccién no unida. Carriles 1 — 26: Fracciones de purificacion.
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6.4.5 Cuantificacion de proteinas

En la figura 20 se encuentra la curva de calibracién de la albumina sérica

bovina para obtener la ecuacion de la recta y cuantificar la concentracion de

proteina de las muestras.

1.0

0.8 y =0.6416x + 0.1307

R =0.9900
0.6+

0.4

Absorbancia (mAu)

0.2

0.0 T T T T T T
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2

Concentracion (mg/mL)

Figura 20. Curva de calibracion de la concentracién de albumina sérica bovina.

La cantidad de proteina total del dializado de la purificacion de

SmbP_4D5scFv fue 7.6 mg y para SmbP_BmKAGAP fue de 6.5 mg.

6.4.6 Remocion de la proteina de fusion
Para remover la proteina de fusion de las proteinas recombinantes se utilizé
la enzima enteroquinasa, ya que entre la secuencia de aminoacidos de SmbP y
4D5scFv, y SmbP y BmMKAGAP se encuentra el sitio de corte de la enteroquinasa
(Asp-Asp-Asp-Asp-Lys”). Se realizo una segunda purificacion IMAC para obtener
el fragmento variable y el péptido sin la proteina de fusion por lo que se recolectd

la fraccion no unida a la columna cromatografica.

63



En el gel de poliacrilamida al 12% de la figura 21 en el carril de la fraccion
no unida de la segunda purificacién se observé una sola banda que se encuentra
por debajo del peso molecular de la proteina recombinante SmbP_4D5scFv, esa
banda concuerda con el peso molecular calculado para el fragmento variable que
es de 26.15 kDa (Ala-Met-Gly-4D5scFv) y el calculado para SmbP es de 10.74
kDa. En el carril 7 se observa en la mezcla de reaccion del corte que faltd mas

cantidad de enteroquinasa para cortar en la totalidad la proteina SmbP_4D5scFv.

kD31234567

270 — ==
95 —- =
65 —
50 — e
W—

35 — — — S - 36.85
30 — »

—-— — 26.15
156 —

— — 10.74

Figura 21. Analisis por electroforesis en el gel de poliacrilamida al 12% de la
purificacién de 4D5scFv. Carril 1: Marcador de peso molecular Broad Multi Pre-Stained,
Protein Standard (GenScript). Carril 2: Muestra sin purificar. Carril 3: Fraccién no unida

(FPLC). Carril 4: SmbP_4D5scFv (36.88 kDa). Carril 5: 4D5scFv (26.15 kDa) Carril 6:
Elucion de SmbP (10.74 kDa). Carril 7: Mezcla de reaccion del corte con

enterogquinasa.

La cantidad de proteina que se obtuvo de la purificacion de 4D5scFv fue de

4.66 mg con una pureza de 97%.
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En el gel de poliacrilamida al 15% de la figura 22 en el carril de la fraccion
no unida de la segunda purificacién se observo una sola banda que se encuentra
por debajo del peso molecular de la proteina recombinante SmbP_BmKAGAP,
esa banda concuerda con el peso molecular calculado para el péptido que es de

7.54 kDa (Ala-Met-Gly-BmKAGAP).

18.4 —
—10.74

7.54

Figura 22. Analisis por electroforesis en el gel de poliacrilamida al 15% de la
purificaciéon de SmbP_BmKAGAP. Carril 1: Marcador de peso molecular Pierce™
Unstained Protein (Thermo Scientific™). Carril 2: Muestra sin purificar. Carril 3:
Fraccién no unida (FPLC). Carril 4: SmbP_BmKAGAP. Carril 5: BmMKAGAP (7.54 kDa).
Carril 6: SmbP (10.74 kDa).

La cantidad de proteina que se obtuvo de la purificacion de BmKAGAP fue

de 1.8 mg con una pureza de 98%.
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6.5 Expresion y purificacion de la proteina recombinante 4D5scFv-BmKAGAP en
la linea celular de insecto Spodoptera frugiperda
6.5.1 Microexpresion de la proteina recombinante His_ 4D5scFv-
BmKAGAP
Se realiz6 una electroforesis de proteinas SDS-PAGE para observar una
banda de 36.4 kDa correspondiente a la expresion de His_4D5scFv-BmKAGAP;

peso molecular predicho por el servidor virtual EXPASy — ProtParam.

En la figura 23 se encuentra un gel de poliacrilamida al 12% que
corresponde al andlisis de proteinas de la expresion de His_4D5scFv-BmKAGAP
en ExpiSf9™ a las 72 y 96 h. En los carriles de expresion de las células
transfectadas con el bacmid His_4D5scFv-BmKAGAP (carriles 3 y 6) no se
observd, entre las bandas 30 y 40 kDa del marcador de peso molecular, una
banda que difiera con los controles de células sin transfectar (carriles 1y 4) y

células transfectadas con el bacmid sin el gen de interés (carriles 2 y 5).
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Figura 23. Andlisis por electroforesis en el gel de poliacrilamida al 12% de la expresién
de His_4D5scFv-BmKAGAP. Marcador de peso molecular: PAGE-MASTER Protein
Standard (GenScript). Carriles 1y 4: Controles sin transfectar. Carriles 2 y 5: Controles
transfectados con bacmid. Carriles 3 y 6: Muestras transfectadas con bacmid
His_4D5scFv-BmKAGAP.

6.5.2 Purificacidon de la proteina recombinante His_4D5scFv-BmKAGAP
Para verificar la presencia de la proteina recombinante, ademas de analizar
la fraccidn soluble, también se analiz6 la fraccién insoluble de la expresion de un
cultivo de 60 mL de las células infectadas con las particulas virales del bacmid
His_4D5scFv-BmKAGAP, ya que en la figura 23 no se observa alguna diferencia

con los controles.

En el gel de poliacrilamida de la figura 24 se encuentran las fracciones
solubles e insolubles de la expresion de His_4D5scFv-BmKAGAP. En los carriles
correspondientes a las fracciones insolubles de la expresion se observa una

banda gruesa que se encuentra entre las bandas de 30 y 40 kDa del marcador
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de peso molecular que difiere de la fraccion insoluble del control de las células
infectadas con las particulas del virus del bacmid sin el gen; inclusive también la
consistencia de las fracciones insolubles de la expresion fue mas viscosa que las

del control.

Bacmid Bacmid His_4d5scFv-BmKAGAP  Purificacion
1 2113456 78910111213

fl

30 — N i} 3 | By — 364

kDa

120 — *
80 —
60 —

20—§

Figura 24. Analisis por electroforesis en el gel de poliacrilamida al 12% de las
fracciones solubles e insolubles de la expresion de His_4D5scFv-BmKAGAP. Marcador
de peso molecular: PAGE-MASTER Protein Standard (GenScript). Carril 1: Control
fraccion soluble. Carril 2: Control fraccion insoluble. Carril 3, 6 y 9: Fracciones solubles
de la expresion. Carriles 4, 5, 7, 8 y 10: Fracciones insolubles de la expresion. Carril
11: Fraccién no unida de la purificacion. Carril 12: Fraccién de lavado. Carril 13:

Fraccion eluida.

Posteriormente se procedio a realizar una purificacion IMAC en columna de
esas fracciones insolubles para saber si la proteina de la banda gruesa que se
ve en esas fracciones tiene afinidad al Ni(ll). Los ultimos tres carriles del gel de
poliacrilamida de la figura 24 corresponden a la purificacion, en el carril de elucién

se observa esa banda, pero con otras proteinas contaminantes.
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6.6 Evaluacion de la actividad antiproliferativa in vitro

Se evaluo la actividad antiproliferativa del péptido BmKAGAP en distintas
concentraciones: 1.562, 3.125, 6.25, 12.5 25, 50 y 100 pg/mL, en la linea celular
de cancer de mama MCF-7, utilizando el ensayo WST-1. También se evalud el
péptido sin removerle la proteina de fusibn SmbP para conocer si tiene algun

efecto sobre la viabilidad de las células.

Se calculd el porcentaje de viabilidad celular con los resultados de las
absorbancias del ensayo, los valores se muestran en la figura 25, son el promedio
de tres experimentos independientes y cada concentracién se evalud por
triplicado. A partir de la concentracion de 50 pg/mL de BmKAGAP se observo una
disminucién de la viabilidad notoria de 72.66 + 4.66%. SmbP_BmKAGAP no

presento actividad antiproliferativa en MCF-7.

120 # *
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—+—BmKAGAP SmbP_BmKAGAP

Figura 25. Porcentajes de viabilidad de la linea celular MCF-7 expuesta a BmMKAGAP y
SmBP_BmMKAGAP determinados por el ensayo de WST-1. *ANOVA estadisticamente

significativo en comparacion con el control negativo, considerando un valor de p<0.05.
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También a partir de las absorbancias se determiné el ICso de BmMKAGAP en
la linea celular MCF-7, fue de 54.59 ug/mL calculado por el programa GraphPad

Prism 5.03.
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CAPITULO VII

7. DISCUSION DE RESULTADOS

En el presente trabajo se llevd a cabo la construccién de la inmunotoxina
llamada 4D5scFv-BmKAGAP, compuesta por dos partes, el fragmento que dirige
y el fragmento efector, para emplearlo como un agente que evite la proliferacion

de células cancerigenas que sobreexpresan el receptor HER2.

El fragmento 4D5scFv es derivado del trastuzumab, este es un anticuerpo
monoclonal humanizado de cadena ligera kappa IgG1l donde las CDR son
derivados del anticuerpo monoclonal de ratén especifico a HER2, creado por
ingenieria genética (por la empresa Genentech) para el tratamiento del cancer de
mama que sobreexpresa el receptor HER21%46, E| péptido BmKAGAP fue
descubierto al momento de analizar los componentes del veneno del escorpién
chino Buthus martensii Karsch, lo aislaron, purificaron y determinaron la
secuencia N-terminal de los primeros 25 aminoacidos por primera vez en el
trabajo de Liu, ademas de su actividad antitumoral contra los modelos tumorales

Erlich Ascites y S-180 fibro sarcoma en ratones Kunming*’.

Las secuencias genéticas que codifican las proteinas 4D5scFvy BmKAGAP
fueron optimizadas, por el laboratorio de servicios moleculares, para su expresion

en el microorganismo E. coli; ya que cada organismo, tanto procariético como
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eucariotico, tiene un uso preferencial a ciertos codones sinbnimos y se encuentra
correlacionado con los niveles de tRNAs afines a ellos, 18 de los 20 aminoacidos
estandar pueden ser codificados por dos o hasta seis codones sin6nimos; la
optimizacién incrementa la expresion genética de proteinas heterdlogas y regula
su estructura®®, Estas secuencias se insertaron en el vector de expresion para
induccion con IPTG. El plasmido pET30a_SmbP, formado en nuestro equipo de
trabajo, para que las proteinas fueran etiquetadas con la proteinas de fusion
SmbP8. En ambas secuencias genéticas se les afiadié un codén extra (Gly) en el
extremo 5’ para no modificar el marco abierto de lectura al ser insertadas en
pET30a_SmbP. Al final se obtuvo el gen SmbP_4D5scFv de 1044 pb que codifica
a una proteina de 347 aminoacidos, y el gen SmbP_BmKAGAP de 513 pb que

codifica a una proteina de 170 aminoacidos.

Ambas proteinas poseen enlaces disulfuro, 4D5scFv tiene dos y BmKAGAP
tiene cuatro, los cuales son dificiles de formar en el ambiente reductor del
citoplasma bacteriano, por lo que se estan expresando en cepas de E. coli que
han sido modificadas genéticamente para cambiar el estado redox del citoplasma
y permitir la formacion de los enlaces disulfuro y asi un adecuado ensamblaje de
las proteinas3%4349, Las cepas que se emplearon fueron E. coli Origami 2(DE3) y
SHuffle T7(DE3) ambas tienen mutaciones en los genes tiorredoxina reductasa
(trxB) y glutation reductasa (gor), por lo que las rutas reductivas que realizan
estas enzimas estan disminuidas facilitando la formacion de los enlaces
disulfuro*®%°, Ademas de esas modificaciones, SHuffle T7(DE3) tiene integrado

en su cromosoma, para expresion constitutiva, el gen de la isomerasa de enlace
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disulfuro (dsbC) sin la secuencia sefial que la dirige al periplasma, para que
realice su actividad de isomerasa corrigiendo los enlaces disulfuro que se

encuentran unidos incorrectamente en comparacion con la proteina nativa®52.

Las proteinas recombinantes 4D5scFv y BmMKAGAP etiquetadas con la
proteina de fusion SmbP y expresadas en el citoplasma de ambas cepas de E.
coli se encontraban en la fraccion soluble de la lisis celular. SmbP_4D5scFv con
un peso molecular de 36.88 kDa y SmbP_BmKAGAP de 18.27 kDa. Solo se
analizé esa fraccion ya que no se recupera toda solucion de la fraccion insoluble

en la lisis celular con las microesferas de vidrio.

Visualmente en los geles de poliacrilamida de las figuras 14 y 15 no se
observa alguna diferencia en la concentracion de las proteinas expresadas en las
dos cepas, por lo cual se empled E. coli SHuffle T7(DE3) para los siguientes
experimentos, como en lo reportado por Ahmadzadeh (2020) para la expresion
de anti-HER2 scFv, ellos concluyen que SHuffle proporciona un mejor ambiente
para el ensamblaje de proteinas recombinantes, provee mayor cantidad de
proteina soluble y mayor actividad bioldgica (mayor unién al antigeno HER2,
determinado por ELISA y citometria de flujo) que el anti-HER2 scFv expresado

en el periplasma de E. coli BL2152,

Las proteinas recombinantes expresadas fueron purificadas por gradiente
de elucion en el FPLC para mejorar la purificacion disminuyendo la cantidad de
proteinas contaminantes en las fracciones. Se cuantificoO la concentracion de
proteina total de las fracciones juntas y dializadas, para saber la cantidad
aproximada de proteina recombinante que se cortaria con la enzima
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enteroquinasa, para remover la proteina de fusion. Las proteinas resultantes del
corte fueron 4D5scFv (Ala-Met-Gly-4D5scFv) de 26.15 kDa, BmKAGAP (Ala-Met-
Gly-BmKAGAP) de 7.54 kDa y SmbP (SmbP-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys) de 10.74
kDa. Para cortar en la totalidad 1 mg de la proteina SmbP_4D5scFv se requirio
el doble de unidades de enteroquinasa que SmbP_BmKAGAP, esto puede ser

debido a que su tamafio es mas del doble que esta ultima.

A partir de 1 L de cultivo en matraz se obtuvieron 4.66 mg de 4D5scFv con
una pureza de 97% después de la segunda purificacion por IMAC. El rendimiento
es comparable con otros trabajos de investigacion; en lo que difieren es en la
utilizaciéon de una proteina de fusion o un His tag para la purificacion del
fragmento. Lee (2019) y colaboradores expresaron 4D5scFv utilizando MBP,
como proteina de fusion, para facilitar la purificacion y disminuir la formacion de
cuerpos de inclusién, ya que emplearon para la expresion la cepa E. coli BL21,
como resultados obtuvieron que casi la mitad de la proteina se encontraba en
cuerpos de inclusion a 37 °C y aumentaba la fraccion soluble al disminuir la
temperatura a 18 °C, y a esta temperatura obtuvieron 4.89 mg/L del fragmento
con una pureza del 98%?28. En el trabajo de Kocer (2021) expresaron el anti-HER2
scFv con un His tag en E. coli SHuffle T7 Express, obtuvieron 6.2 mg/L del

fragmento, sin removerle la etiqueta, y con una pureza por encima del 99%°%3,

Se obtuvieron 1.8 mg de BmKAGAP a partir de 1 L de cultivo con un 98%
de pureza después de la segunda purificacion por IMAC. Se ha reportado que
varia la solubilidad del péptido, como en el trabajo de Liu y colaboradores (2003)

donde realizaron la expresion del péptido BmKAGAP solo empleando un His tag
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en el N-terminal en E. coli BL21, por lo cual la mayor cantidad del péptido se
encontraba en cuerpos de inclusion, ya que requiere de la formacion de los
enlaces disulfuro, obtuvieron 2.5 mg/L de péptido con un 95% de pureza?®; y en
lo reportado por Cui (2010) expresaron también en E. coli BL21 nueve mutantes
de BmKAGAP utilizando el vector de expresion pSYPU, este plasmido tiene el
gen trxA que codifica a la tiorredoxina reductasa que cataliza las reacciones de
intercambio ditiol-disulfuro; obtuvieron de 1 — 3 mg/L de las proteinas
recombinantes en la fraccion soluble de la lisis celular®. También se ha empleado
la proteina de fusion small ubiquitin-related modifier (SUMO) junto con un His tag,
como en el trabajo de Cao et al. (2010) para mejorar el ensamblaje de
BmKAGAP, aumentar los niveles de expresion y proteger la proteina de la
degradacion intracelular en E. coli BL21; el 80% de la proteina recombinante se
encontraba en la fraccion soluble, obtuvieron un rendimiento de 24.3 mg/L de
péptido con un 95% de pureza®, muy alto en comparacién con lo reportado en
este trabajo; ya que se ha reportado en distintos articulos que la cepa de E. coli
BL21 tiene la capacidad de expresar mayor cantidad de proteina recombinante
en comparacion con otras cepas de E. coli, como en el trabajo de Fathi-Roudsari
y coautores (2016) realizaron una comparacion de la expresion de reteplasa
(proteina recombinante con 9 enlaces disulfuro) en tres cepas de E. coli,
BL21(DE3), Rosetta-gami(DE3) y SHuffle T7, aunque en las tres cepas la
proteina recombinante permanecio en la fraccion insoluble, BL21 fue la cepa que
produjo mayor cantidad de reteplasa ya que represent6 el 70% de la proteina

total?l.
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Dentro de las ventajas de utilizar la proteina de fusion SmbP es que ya no
se requiere afiadir una etiqueta de histidinas para facilitar la purificacion por
medio de cromatografia de afinidad al Ni(ll), se llega a obtener una proteina
recombinante soluble, con alto grado de pureza y biolégicamente activa. El
rendimiento disminuye a partir del corte con la enzima enteroquinasa y la
segunda purificacion IMAC. Con respecto al péptido, este representa un menor
porcentaje del tamafio total de la proteina recombinante; las proteinas
recombinantes se diluyen cuando son purificadas en columna empacada con
resina de agarosa cargada con Ni(ll), donde SmbP se une por afinidad, las

proteinas eluyen con el volumen total de la reaccion de digestion.

Con lo que respecta al sistema de expresion eucaridtico, la secuencia
genética que codifica la proteina His_4D5scFv-BmKAGAP fue optimizada, por el
laboratorio de servicios moleculares, para su expresion en S. frugiperda. En el
extremo 5’ de la secuencia se le afiadio el codon de inicio (Met), una etiqueta de
histidinas Hiss y el sitio de corte TEV, y entre las secuencias del fragmento
variable y el péptido se afiadieron los codones que codifican un enlazador flexible
(EFPKPSTPPGSSGGAP). Se obtuvo el gen His_4D5scFv-BmKAGAP de 1017
pb que codifica una proteina de 338 aminoacidos. Esta secuencia se inserté en
el plasmido de transferencia pFastBacl y por medio de la transposicion se integré
en el bacmid, lo cual fue corroborado por PCR. Se infectaron las células
ExpiSf9™ con el bacmid His_4D5scFv-BmKAGAP construido, las cuales
sufrieron cambios estructurales con forme avanza la infeccion, van disminuyendo

sus funciones celulares normales, incrementan su diametro y su ndcleo se
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agranda®®. Posteriormente el Stock PO (sobrenadante con el baculovirus libre de
células) se empled para infectar un cultivo de ExpiSfo™ para llevar a cabo la

expresion de la proteina recombinante His_4D5scFv-BmKAGAP.

Se analizaron las fracciones solubles e insolubles de la lisis celular de la
expresion de His_4D5scFv-BmKAGAP en ExpiSfO™. Solo en la fraccion
insoluble se observd una banda que difiere del control de expresion de células
de insecto infectadas con el bacmid sin el gen de interés, y esta banda se

encuentra alrededor de la banda esperada de 36.4 kDa.

En otros estudios también se ha presentado la expresion de proteinas
insolubles en células Sf9, como la proteina recombinante quitinasa (52 kDa) con
etiqueta de histidinas analoga a la quitinasa de los parasitos Leishmania infantum
y Leishmania mexicana, en donde después de 48 h de infeccion por el
baculovirus, la proteina se encontré en la fraccidn insoluble del cultivo; utilizaron
diversas condiciones experimentales para poder disolver la quitinasa, solo la
pudieron disolver parcialmente aplicando sonicacién para la lisis celular en PBS
con CHAPS 1% y Tween 20 1%°%. Sin embargo, la proteina no se unié a la
columna cromatogréfica de afinidad al Ni(ll). Asocian su insolubilidad a
caracteristicas intrinsecas de la proteina que la hacen incompatible con los
organelos de las células de insecto que hace que se acumule dentro de los
compartimentos celulares. Entonces, para la obtencion de la inmunotoxina es
necesario la realizacion de distintas metodologias para seleccionar la adecuada
gue mejore la extraccion y disolucion de la proteina recombinante, y poder

evaluar su funcionalidad como una molécula con actividad antiproliferativa.
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Se realiz6 el ensayo de WST-1 para evaluar el péptido BmKAGAP,
producido por E. coli Shuffle T7, en la linea celular de cancer de mama MCF-7,
en donde se observd que inhibe la proliferacion celular de manera dosis-
dependiente, a partir de la concentracion de 50 pg/mL se observé una
disminucioén de la viabilidad celular a 72.66 + 4.66% y a la maxima concentracion
empleada de 100 pg/mL la viabilidad fue de 30.84 + 6.61%. SmbP_BmKAGAP
no modifico la viabilidad celular en comparacion con el control negativo, es

posible que la proteina de fusion interfiera con la actividad del péptido.

Se ha reportado que desde el extracto del veneno del escorpiéon Buthus
martensii Karsch hay inhibicion en el crecimiento de las células de MCF-7 al ir
incrementando la concentracién del extracto y el tiempo de exposicion®’; asi
como el péptido BmKAGAP purificado en modelos tumorales*’. Kampo y
colaboradores en el 2019, evaluaron el efecto citotoxico del péptido recombinante
BmMKAGAP en las lineas celulares MCF-7 y MDA-MB-231 utilizando el ensayo de
MTT, en las cuales observaron que disminuia la viabilidad celular, ademas
determinaron que inhibia la transicion epitelial-mesenquimatosa, la migracion y
la capacidad de invasién de estas células; obtuvieron el ICso de BmMKAGAP en
esas lineas celulares, siendo 40 uM para MCF-7 y 50 uM para MDA-MB-2313,
En el presente trabajo se obtuvo un valor de ICso de rBmMKAGAP en MCF-7 de

54.59 ug/mL (7.24 uM) mayor a lo reportado anteriormente en esta linea celular.
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CAPITULO VIII

8. CONCLUSIONES

Se diseio el gen del fragmento variable de una sola cadena del anticuerpo
anti-HER2/neu 4D5 humanizado (4D5scFv) al cual se le afadido un
enlazador flexible para unir las cadenas variables y un altimo codon para
afiadir una cisteina a la cadena de aminoacidos de la proteina.

Se disefd el gen de la inmunotoxina His_4D5scFv-BmKAGAP, unidos por
un enlazador flexible, en el extremo 5’ se le afiadié el codon de inicio, una
etiqueta de histidinas y el sitio de corte de la proteasa del virus del grabado
del tabaco.

Se construyeron los plasmidos pET30a_SmbP_4D5scFv vy
pET30a_SmbP_BmKAGAP, y el plasmido pFastBacl His_4D5scFv-
BmMKAGAP.

Se obtuvo el bacmid recombinante con el inserto que contiene el gen
His_4D5scFv-BmKAGAP.

Se expresaron las proteinas recombinantes SmbP_4D5scFv y
SmbP_BmKAGAP en E. coli Origami 2(DE3) y SHuffle T7(DE3), con
pesos moleculares de 37 y 18 kDa respectivamente.

A partir de la expresion de 1 L de medio de cultivo de E. coli SHuffle T7 se
obtuvo 4.66 mg de la proteina recombinante 4D5scFv con una pureza de

97% con un peso molecular de 26.15 kDa.
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e A partir de la expresion de 1 L de medio de cultivo de E. coli SHuffle T7 se
obtuvo 1.8 mg del péptido recombinante BmKAGAP con una pureza de
98% con un peso molecular de 7.54 kDa.

e Se expreso la proteina recombinante His_4D5scFv-BmKAGAP en la linea
celular de insecto ExpiSfO™ de manera insoluble con las condiciones
empleadas para su extraccion de la célula.

¢ A la concentracion de 100 pug/mL de BmKAGAP la viabilidad de la linea
celular MCF-7 fue de 30.84 = 6.61% y un ICso de 54.59 pg/mL,

determinado por el ensayo de WST-1.
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