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RESUMEN

M.C. Jorge Solis Estrada Fecha de Graduacion: Julio 2024

Universidad Autonoma de Nuevo Ledn Facultad de Ciencias Quimicas

Titulo de Estudio: Disefio y evaluacion de un anticuerpo humanizado huscfv
contra el receptor EGFR (ErbB1) en combinacion con metformina sobre células
A549 in vitro.

Numero de Paginas: Candidato para el grado de Doctorado en Ciencias
con orientacion en Farmacia

Propdésito y Método del Estudio: Los anticuerpos monoclonales (mAbs) son
fundamentales en la terapia contra enfermedades inmunoldgicas, infecciosas y
cancerosas, desarrollados a partir de la tecnologia del hibridoma. Su produccién
ha evolucionado con la ingenieria genética, permitiendo su fabricacién a través
de tecnologias de ADN recombinante. El receptor del factor de crecimiento
epidérmico EGFR (HER1) es una diana terapéutica clave, especialmente en
canceres como el de colon, rifién, pulmoén, pancreas y cabeza y cuello. En
paralelo, la metformina, un agente antidiabético, ha suscitado interés en
investigacion por su potencial efecto anticancerigeno, demostrado en varios tipos
de cancer. En este proyecto se disefid un anticuerpo humanizado basado en
Cetuximab y evalué su accién anticancerigena, en combinacién con metformina,
en células epiteliales de cancer A549 in vitro.

Contribuciones y Conclusiones: Se logré disefiar y aumentar la humanizacion del
anticuerpo huscFv en un 16.4%, el cual fue secretado por células HEK293T,
manteniendo su afinidad por EGFR. Los resultados de la evaluacion biolégica
indican que la metformina tiene un efecto dosis-dependiente, con un ICso de 46
mM. En combinaciéon con huscFv, se inhibe un 45% la viabilidad celular, en
comparacion con el 15% demostrado por huscFv solo. Nuestros hallazgos
sugieren que la técnica de CDR grafting es eficaz para la humanizacion de scFv,
manteniendo su afinidad por EGFR y demostrando capacidad inhibitoria cuando
se combina con metformina en células A549.

Dr. Isaias Balderas Renteria

Director de Tesis
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CAPITULO |

1. INTRODUCCION

Los drganos y tejidos que conforman nuestro cuerpo conservan un
equilibrio homeostético entre la regeneracién y muerte celular. En circunstancias
normales, el nUmero de células se regenera y mantiene constante, sin embargo,
diversos eventos moleculares propician la aparicion de células que ya no se
encuentran sujetas a los mecanismos normales que regulan el crecimiento
celular (1). Estas células “transformadas” presentan la capacidad de crecer
descontroladamente, evaden los mecanismos que inducen la muerte celular
programada denominada apoptosis y son capaces de diseminarse a otros tejidos
evadiendo el sistema inmunoldgico. El cancer surge como un término empleado
para describir un grupo de enfermedades que son el resultado de alteraciones
celulares y que involucran procesos de desregulacion de numerosos procesos

biologicos (2).
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Hay mas de 100 tipos de cancer, y se clasifican de acuerdo con el origen
embrionario del tejido. Cerca del 90% se concentra en carcinomas, gue tienen su
origen en tejidos como la piel o el revestimiento epitelial de los érganos, por
ejemplo, cancer de colon, mama, prostata y pulmoén. El 9% lo representan las
leucemias y linfomas que afectan a células hematopoyéticas en médula 6sea, y
el 1% corresponde a sarcomas que se derivan de tejidos conjuntivos

mesodérmicos como el hueso (3, 4).

A nivel mundial, se estima que en 2022 hubo 20 millones de nuevos casos
de cancer y 9.7 millones de muertes debido a esta enfermedad.
Aproximadamente, 1 de cada 5 personas desarrollara cancer en algin momento
de su vida, y alrededor de 1 de cada 9 hombres y 1 de cada 12 mujeres falleceran
a causa de esta enfermedad. De acuerdo con las nuevas estimaciones del
Observatorio Mundial del Cancer CIIC (OMS), diez tipos de cancer representaron
en conjunto alrededor de dos tercios de los nuevos casos y muertes en todo el
mundo en 2022. El cancer de pulmoén es el mas frecuente con 2.5 millones de
nuevos casos (12.4%), el cancer de mama ocupé el segundo lugar con 2.3
millones de casos (11.6%), seguido del cancer colorrectal (1.9 millones de casos,
9.6%), el cancer de préstata (1.5 millones de casos, 7.3%) y el cancer de

estdbmago (970,000 casos, 4.9%), véase Figura 1 (5).
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Pulmoén
2480 675 (12.4%)

Mama
2296 840 (11.5%)

Otros
9969 785 (49.9%)

Colorrectal
1926 425 (9.6%)

Préstata
1467 854 (7.3%)

Estémago
968 784 [4.8%)
866 136 (4.3%)

Total : 19 976 499 Higado

Figura 1. Numero de nuevos casos en 2022, ambos sexos, todas las edades.
Organizacion Mundial de la Salud, Observatorio Global del Cancer; 2022

[Consultado en Abril 2024; Disponible en: https://gco.iarc.fr/today/en]

Las células cancerosas poseen caracteristicas distintivas que les otorgan la

capacidad biologica de crecer en forma de tumores y propagarse a otros tejidos

(6), entre ellas destacan las siguientes:

Autosuficiencia en sefiales de proliferacion: La sefializacion en las células
cancerosas se mantiene de manera constante de varias formas: la
proliferacion autocrina estimula la produccion de ligandos similares al
factor de crecimiento y la expresion de receptores correspondientes.
Ademas, induce a las células normales del estroma a suministrar diversos
factores de crecimiento. Por otro lado, el nUmero de proteinas receptoras
en la superficie celular puede modificarse, lo que hace que las células sean
hiperreactivas a cantidades limitadas del ligando. Por otro lado, las

alteraciones estructurales en la molécula receptora pueden facilitar la
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activacion independiente del ligando, lo que resulta en una activacion
constitutiva en las vias de sefalizacion aguas abajo del receptor. Se sabe
gue las mutaciones somaticas "activadoras" en diversos tumores pueden
inducir la activacion de toda una red de sefializacion celular (7).

Evasion de supresores del crecimiento: Los genes supresores de tumores
codifican proteinas que controlan procesos celulares como la proliferacion
o la activacidon de programas de senescencia y apoptosis. La proteina RB,
asociada al retinoblastoma, integra sefiales tanto extracelulares como
intracelulares para determinar si una célula debe pasar por su ciclo celular.
Por otro lado, TP53 responde a sensores de estrés y sefales
intracelulares, deteniendo el avance del ciclo celular si el genoma sufre
dafio excesivo, hay niveles elevados de glucosa u oxigenacion, hasta que
estas condiciones se normalicen, y de lo contrario, puede inducir la
apoptosis (8). Algunas infecciones virales pueden desencadenar cancer,
como la proteina E7 del VPH, que al unirse a RB impide la detencién del
ciclo celular y provoca una proliferacion celular descontrolada (9).
Induccion de angiogénesis: Al igual que los tejidos normales, los tumores
necesitan nutrientes y oxigeno, asi como la eliminacion de desechos
metabalicos y didxido de carbono. La angiogénesis es un proceso que se
activa de forma transitoria en ciertos estados fisiologicos del organismo,
pero esta regulado por inductores e inhibidores como el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF-A) y la trombospondina 1 (TSP-1).
Durante la progresion de un tumor, la angiogénesis permanece activa, y

los factores angiogénicos como el VEGF aumentan su expresion a traves
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de sefiales oncogénicas que operan dentro de las células tumorales, como
Ras y Myc. Se ha observado en modelos animales y en humanos que la
angiogénesis se induce durante etapas tempranas del desarrollo de

multiples tipos de canceres invasivos.

Entre el 5% y el 10% de todos los tipos de cancer son hereditarios,
mientras que el 90% al 95% restante se desarrolla debido a mutaciones genéticas
causadas por agentes externos. Estos agentes incluyen la radiacion ultravioleta
y ionizante, carcindbgenos quimicos como las aflatoxinas y el arsénico, y

carcindgenos bioldgicos como virus, bacterias y parasitos (10, 11).

La progresion de células normales a un estado neoplasico es un proceso
de varias etapas en el que las células adquieren diversas caracteristicas. Estas
incluyen cambios en el metabolismo celular, angiogénesis, metastasis, evasion
del sistema inmunolégico, supresion del crecimiento, y finalmente, la
desregulacion de numerosos receptores de membrana. Estos receptores se
consideran dianas moleculares especificas para dirigir moléculas efectoras con

alta selectividad hacia células cancerigenas (12).

El receptor del factor de crecimiento epidérmico, también conocido como
ErbB1l o HER1, es una glicoproteina transmembranal con 1,186 residuos de
aminoacidos. Pertenece a la familia de receptores tirosina cinasa y se expresa
en la superficie de diversos tipos celulares. Cuando esta activo, transmite sefiales
al interior de la célula a través de vias de sefializacion como MAPK, PI3K-Akt y
STAT, desencadenando procesos clave como el crecimiento, la diferenciacion, la
proliferacion y la motilidad (13). La asociacion de EGFR con el cancer ha sido
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ampliamente documentada, lo que vincula su expresion desregulada en células
de cancer esofagico, de pulmon, mama y colon con procesos carcinogénicos,

angiogénicos y de metastasis (14).

Actualmente se encuentra en el mercado un anticuerpo monoclonal
quimérico (region variable de origen murino y region constante de origen
humano) anti-EGFR en su formato de IgG (cetuximab) indicado para el
tratamiento de pacientes con cancer colorrectal metastasico en combinacién con
guimioterapia basada en irinotecan (antineoplasico, inhibidor de la topoisomerasa
1), pacientes con cancer de células escamosas de cabeza y cuello en
combinacion con radioterapia y para la enfermedad localmente avanzada en
combinacion con quimioterapia basada en platino para la enfermedad recurrente

y/o metastasica.

Cetuximab desempefia su actividad biol6gica a través de la union al
dominio extracelular de EGFR previniendo la dimerizacion del receptor, lo cual
es necesario para su activacion y sefializacion. Ademas, induce la internalizacion
de EGFR lo que puede conllevar una disminucion de los receptores disponibles
en la superficie celular (down-regulation, regulacién a la baja) (15). A pesar de
ser una molécula dirigida a células cancerosas que sobre expresan EGFR,
cetuximab muestra tres inconvenientes: el primero radica en el tamafo de la
molécula, las inmunoglobulinas IgG rondan los 150 kDa por lo que son incapaces
de penetrar la masa tumoral, en segundo, se necesita de un agente
antineoplasico que maximice su efecto, por lo tanto, carece de discriminacion

entre células normales y cancerosas caracteristico de los antineoplasicos. El
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tercer inconveniente radica en la produccion de anticuerpos neutralizantes anti-
raton (respuesta HAMA) como respuesta contra los sitios de union al antigeno de
la regidn variable murina de cetuximab. Por lo tanto, sigue siendo un reto
importante para el objetivo terapéutico dirigir moléculas con alta especificidad que

sean capaces de penetrar en los tejidos tumorales sdlidos (16).

A partir de anticuerpos de clase IgG, se han desarrollado formatos de
cadena sencilla (scFv) en los cuales las regiones variables pesada (VH) y ligera
(VL) son empalmadas por medio de un péptido flexible (Figura 2). Comparado
con su contraparte completa IgG, los anticuerpos scFv son mas pequefios y
retienen los sitios de unién al antigeno (fragmento FAB). La reduccién del tamafio
de los anticuerpos les confiere ventajas, incluida la velocidad de penetracion en

el tumor y la eliminacion rapida en circulacion sanguinea (17).

AR

lgG scFvFc Fab Diabodi

Figura 2. Formatos de anticuerpos a partir de 1gG

Ademas de reducir el tamafio de los fragmentos scFv, la humanizacion de
anticuerpos de cadena sencilla busca minimizar la respuesta inmune causada
por la region variable murina de los anticuerpos quiméricos. Un método comun

para lograrlo es el injerto de Regiones Determinantes de Complementariedad,
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CDR grafting, en el que las CDR murinas se extraen de la region variable y se
insertan en secuencias de marcos de regiones variables de inmunoglobulinas
humanas (18). Los fragmentos de anticuerpo han sido objeto de exhaustivas
investigaciones y han evidenciado efectos bioldgicos en diversas lineas celulares
cancerigenas, tanto como entidades moleculares independientes como
conjugados con distintas sustancias, tales como citocinas, toxinas, ARN

interferentes e incluso nanomateriales (19-23)

Metformina (clorhidrato de 1,1-dimetilbiguanida, Figura 3) es un farmaco
ampliamente utilizado para tratar la diabetes tipo 2, una enfermedad metabdlica
caracterizada por la resistencia de los tejidos a la insulina. Esto resulta en una
eliminacion periférica inadecuada de glucosa, una inhibicién deficiente de la
gluconeogénesis y una produccion hepatica elevada de glucosa. La metformina
ejerce su efecto principalmente en hepatocitos, miocitos, adipocitos y células B-
pancreaticas, inhibiendo la produccion de glucosa en el higado y aumentando la
sensibilidad a la insulina en los tejidos periféricos. Esto se traduce en una mayor
captacion y consumo de glucosa por parte del musculo esquelético y los tejidos
adiposos. Ademas, el tratamiento con metformina reduce la secrecion de insulina
por parte de las células B-pancreéticas. La proteina AMPK es crucial en la
ejecucion de estas funciones, regulando el metabolismo energético celular al
reducir la sintesis de proteinas, acidos grasos y colesterol, mientras aumenta la

utilizacion de acidos grasos (24, 25).
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- HCI

Figura 3. Metformina (Clorhidrato de 1,1-dimetilbiguanida)

Ademas de reducir los niveles de glucosa en sangre, estudios recientes
sugieren que la metformina podria tener efectos positivos en la prevencion y
tratamiento de diversas enfermedades cardiovasculares, cancer y el
envejecimiento. Este compuesto, que actla principalmente reduciendo la
produccion de glucosa en el higado y aumentando la sensibilidad a la insulina en
los tejidos periféricos, también se ha relacionado con efectos antioxidantes,
antiinflamatorios y antitumorales. A medida que se acumulan evidencias sobre
los posibles beneficios adicionales de la metformina, su perfil de seguridad y su
bajo costo la convierten en un candidato atractivo para la exploracion de nuevas

aplicaciones terapéuticas mas alla de la diabetes (26—28).
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CAPITULO Il

2. ANTECEDENTES

El receptor EGFR es altamente expresado en cancer de mama, pulmoén,
colorrectal y esofagico; ademas, cuando el receptor es activado por medio de su
ligando, es internalizado en endosomas para ser degradado a través de la via de
degradacion mediada por lisosomas, y reciclado a la superficie celular a través
de la via de reciclaje de receptores, o, por el contrario, translocado a otro
compartimiento subcelular como el nucleo o mitocondria. EIl EGFR nuclear fue
detectado hace dos décadas en la regeneracion de hepatocitos y descrito en
células y tejidos de muchos tipos de cancer. EGFR representa una diana clave
para el desarrollo de agentes terapéuticos, estos incluyen una variedad de
moléculas de alta afinidad como los anticuerpos, péptidos y algunos compuestos
naturales. El concepto de la aplicacion de anticuerpos monoclonales anti-EGFR
como un enfoque en la terapia del cancer fue desarrollado por primera vez por

Mendelsohn y colaboradores en 1987 (29).
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En 2016, Akbari y colaboradores desarrollaron una nueva inmunotoxina
humanizada anti-EGFR (huscFv-PE25) mediante la fusidon genética de un
fragmento variable de cadena unica humanizada anti-EGFR (huscFv) con una
exotoxina A de Pseudomonas aeruginosa modificada (PE25KDEL). La
reactividad y toxicidad de esta inmunotoxina con las células tumorales fueron
evaluadas mediante procedimientos de dot-blot, ELISAy MTT. Los resultados del
ELISA y del dot-blot indicaron que la inmunotoxina reconoce y se une
eficientemente a las células tumorales que sobreexpresan EGFR. El ensayo MTT
mostro un efecto inhibitorio especifico sobre el crecimiento de las células A431
gue sobreexpresan EGFR, sin ningun efecto inhibitorio sobre células que carecen
de EGFR. En conclusién, los resultados de este estudio indicaron que huscFv-
PE25 puede reconocer y ejercer un efecto inhibitorio sobre las células
cancerosas que sobreexpresan EGFR, a pesar de su menor tamafio y menor

inmunogenicidad (30).

En 2017, Banisadr y colaboradores disefiaron un anticuerpo humanizado
de cadena sencilla (scFv) para dirigirse a células cancerosas que sobreexpresan
EGFR. Para ello, injertaron bucles CDR de cetuximab en regiones de estructura
primaria derivadas de secuencias germinales humanas de tipo 3 (VH3 y VL3
kappa) para obtener dominios VH y VL recombinantes unidos por un enlace
flexible (Gly4Ser)s. El gen sintético que codifica el scFv se expreso en células E.
coli Origami™ 2 (DE3) y el scFv resultante se purific6 mediante cromatografia de
afinidad Ni-NTA. El scFv fue capaz de reconocer células cancerosas con

sobreexpresion de EGFR (A431) a través de un ELISA, pero no pudo detectar
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células cancerosas con bajos niveles de EGFR (células MCF-7). Aunque la
afinidad del scFv por las células A431 fue 9 veces menor que la de cetuximab,
fue lo suficientemente fuerte como para reconocer estas células. Considerando
su capacidad para unirse a las moléculas de EGFR, el scFv puede tener una
aplicacion potencial para la deteccion de células cancerosas que sobreexpresan

EGFR (31).

En 2020, Nguyen y colaboradores desarrollaron un sistema de
nanovectores dirigidos (NV-scFv) para la entrega de RNA’s interferentes
(siRNA), compuesto por un nanocargador con propiedades de direccionamiento,
un siRNA como agente farmacolégico y polimeros catiénicos (quitosano, poli-L-
arginina). El NV-scFv se basé en nanoparticulas superparamagnéticas (SPION)
marcadas con Dylight™680, una capa de PEG y un scFv anti-EGFR humanizado.
La densidad de PEG se optimizé y el numero de ligandos de direccionamiento
por NV-scFv aumento, lo que mejoré la internalizacion celular y la eficacia del
sistema. Se realiz6 un disefio de experimentos para optimizar las relaciones de
carga de quitosano/siRNA que influyeron significativamente en la proteccion del
siRNA y el efecto de silenciamiento génico. Estos resultados demuestran la
aplicacion prometedora de NV-scFv para la entrega dirigida de siRNA en células

de cancer de mama triple negativo (23).

En 2019, Lee y colaboradores evaluaron liposomas encapsulantes de MET
(LP-MET) y liposomas conjugados con Herceptin (Her-LP-MET) por su efecto
anticancerigeno in vitro e in vivo. Her-LP-MET mostré una mayor inhibicion de la

proliferacion de células madre de cancer de mama (BCSCs) in vitro que MET
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libre o LP-MET, asi como un efecto antiproliferativo a largo plazo dependiente de
la dosis. Ademas, el efecto de Her-LP-MET en BCSCs fue superior al de MET o
LP-MET, y se potencié cuando se uso junto con doxorrubicina (DOX). En un
modelo de ratén, Her-LP-MET combinado con DOX libre fue mas efectivo que
MET libre, DOX libre o Her-LP-MET. Ademas, Her-LP-MET combinado con DOX
libre produjo la remision del tumor, mientras que DOX libre solo resulté en
metastasis o0 muerte. Por lo tanto, este estudio sugiere que la formulacion de Her-

LP-MET proporcione una nueva modalidad terapéutica dirigida a BCSCs (32).

En 2020, Chen y colaboradores evaluaron los efectos de la metformina en
células de cancer cervical humano. En comparacién con el grupo control, la
metformina inhibié significativamente la viabilidad y migracion celular, e indujo
apoptosis y detencion del ciclo celular en lineas celulares de cancer CaSki y
HelLa. Después del tratamiento con metformina, los niveles de expresién proteica
de la p-quinasa activada por AMP (p-AMPK), que promueve la muerte celular, y
la proteina supresora de tumores p53, se incrementaron notablemente en las
células CaSki y C33A en comparacion con el grupo control. Los resultados de
este estudio sugieren que la metformina induce apoptosis mediada por AMPK,
por lo tanto, la metformina puede servir como agente quimioterapéutico para el

cancer cervical humano (33).

En 2023, Bernal y colaborares exploraron los efectos de la combinacion
de sotorasib y metformina en la citotoxicidad, apoptosis y la actividad de las vias
MAPK y mTOR. Crearon curvas de dosis-respuesta para determinar la

concentracion de ICso de sotorasib y la IC10 de metformina en tres lineas celulares
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de cancer de pulmén; A549 (KRAS G12S), H522 (KRAS tipo salvaje) y H23
(KRAS G12C). La citotoxicidad celular se evalu6 mediante un ensayo MTT, la
induccion de apoptosis mediante citometria de flujo y las vias MAPK y mTOR se
evaluaron mediante Western blot. Los resultados mostraron un efecto
sensibilizador de la metformina en el efecto de sotorasib en células con
mutaciones de KRAS y un ligero efecto sensibilizador en células sin mutaciones
de K-RAS. Ademas, se observo un efecto sinérgico en la citotoxicidad y la
induccion de apoptosis, asi como una notable inhibicion de las vias MAPK y AKT-
MTOR después del tratamiento con la combinacién, predominantemente en
células con mutaciones de KRAS (H23 y A549). La combinacion de metformina
con sotorasib potencio sinérgicamente la citotoxicidad y la induccion de apoptosis
en células de cancer de pulmén, independientemente del estado mutacional de

KRAS (34).
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CAPITULO Il

3. JUSTIFICACION

Los anticuerpos monoclonales (mAbs) son fundamentales en la terapia
antitumoral y en el tratamiento de diversas enfermedades inmunoldgicas e
infecciosas. Su desarrollo se ha perfeccionado desde la tecnologia del hibridoma
en 1975 hasta la actualidad, donde la ingenieria genética permite producirlos
mediante tecnologia de ADN recombinante. El receptor del factor de crecimiento
epidérmico EGFR (HER1) es un objetivo terapéutico importante, especialmente
en el cancer, donde su sobreexpresion se asocia con varios tipos de cancer,
incluyendo cancer de colon, rifidn, pulmén, pancreas y cabeza y cuello.
Cetuximab, un anticuerpo monoclonal quimérico, es un tratamiento aprobado
para el cancer de cabeza y cuello que bloquea la via de sefalizacion de EGFR.
Sin embargo, sus regiones variables murinas pueden provocar respuestas
inmunologicas adversas. Para abordar este problema, se ha utilizado el método
de CDR grafting para humanizar los anticuerpos, conservando su afinidad y

eficacia terapéutica.
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Los anticuerpos humanizados de cadena unica (scFv) resultantes son
moléculas pequefias que presentan una mejor distribucién y penetracion en el
tejido tumoral, asi como una farmacocinética mas rapida que los anticuerpos
completos de tipo IgG. Estos scFv han sido disefiados para dirigirse a EGFR,

mostrando una fuerte actividad inhibitoria en células cancerosas.

Metformina, un agente antidiabético, ha ganado interés en la investigacion
del cancer debido a su actividad antitumoral. Estudios han demostrado que
metformina exhibe efectos antitumorales en varias lineas celulares de céancer,
incluyendo el cancer de mama, colon, pulmoén, gastrico y pancreéatico. Ademas,
en combinacion con otros farmacos como doxorrubicina, potencia su efecto

antitumoral.

En este contexto, se propone el disefio de un anticuerpo humanizado anti-
EGFR scFv usando CDR grafting y su evaluacién en combinacién con metformina
en células de cancer de pulmon A549 in vitro. Esta combinacién podria
representar una estrategia terapéutica efectiva para el tratamiento del cancer de

pulmon y posiblemente de otros tipos de cancer.
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CAPITULO IV

4. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

4.1. Hipotesis

“El anticuerpo humanizado scFv sera capaz de unirse a su receptor e inducir un
efecto anticancerigeno en combinacion con metformina sobre células de cancer

de pulmén A549 in-vitro”.

4.2.0bjetivo General

Disenfar, clonar y evaluar la actividad biologica del anticuerpo humanizado

huscFv en combinacion con metformina sobre la linea celular A549 in-vitro.

4.3. Objetivos Especificos

1. Obtencidn de secuencias del anticuerpo cetuximab y disefio del fragmento
humanizado huscFv por inserciéon de CDR’s.
2. Clonacion molecular de la secuencia codificante huscFv en el vector de

expresion eucariota pCEFL.
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. Evaluacion in-vitro de la actividad anticancerigena de metformina en
células A549.

. Evaluacion in-vitro de la actividad anticancerigena del fragmento huscFv y
en combinacion con metformina en células A549.

. Analisis de afinidad del fragmento huscFv sobre receptores de membrana

EGFR en células A549 por Dot-Blot.
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CAPITULO V

5. METODOLOGIA

5.1.0btencion de secuencias del anticuerpo cetuximab y disefio del
fragmento humanizado huscFv por insercion de CDR’s.

5.1.1. Obtencion de secuencias del anticuerpo cetuximab.

Las secuencias de aminodcidos que conforman la region variable del
anticuerpo comercial cetuximab (Merck; Burlington, MA, USA) se obtuvieron de
la base de datos Protein (National Center for Biotechnology Information,
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/) con nimero de acceso 1YY8 By 1YY8_A

para la cadena pesada y ligera respectivamente.

5.1.2. Analisis de la region variable de la cadena pesada y ligera del
anticuerpo cetuximab

A partir de las secuencias obtenidas del anticuerpo cetuximab, el analisis
consistié en someter cada una de las cadenas pesada y ligera al servidor proABC

(Prediction of antibody contacts, https://wenmr.science.uu.nl/proabc2/) el cual
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identifico las secuencias de aminoacidos que corresponden a las tres CDR’s, asi
como las cuatro secuencias marcos de cada cadena de la region variable.
Ademas, se obtuvieron los analisis de probabilidad de contacto para la cadena
principal y lateral de los atomos (main/side chain) que corresponden al
subconjunto de residuos de aminoacidos que entran en contacto con el receptor

de EGFR (35, 36).

5.1.3. Disefio del formato huscFv por insercion de CDR’s y analisis de
humanizacion.

Las secuencias de aminoacidos que conforman la region variable de
Cetuximab se sometieron a un analisis de identidad para su contraparte
homologa en humanos, con ayuda de la herramienta bioinformatica Protein Blast
(Basic Logal Alignment Search Tool, https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) se
obtuvo una secuencia con numero de acceso ACS96128.1 para la cadena
pesada VH y una secuencia con niumero de acceso BAC01586.1 para la cadena
ligera VL. Las secuencias se seleccionaron de acuerdo con el grado de identidad
y similitud en humanos. Los CDR’s fueron empalmados (CDR grafting) entre
cada una de las secuencias marco seleccionadas y las secuencias resultantes
fueron sometidas al servidor Antibodies (http://www.bioinf.org.uk/abs/shab/) para
determinar el grado de humanizacién mediante el pardmetro Z-score. El servidor
Antibodies indica cuantas desviaciones estandar hay por encima o por debajo de
la media de un nimero de secuencias humanas de inmunoglobulinas reportadas
en la base de datos KabatMan (http://www.bioinf.org.uk/abs/simkab.html). Una

puntuacion de Z-score de cero representa una secuencia gque muestra una
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similitud media con respecto a secuencias humanas en bases de datos del IMGT,
una puntuacién positiva mayor a cero representa una secuencia que en promedio
muestra una mayor identidad con secuencias humanas, por el contrario, una
puntuacion negativa debajo de cero representa una secuencia con un caracter

menos humano (37).

5.1.4. Acoplamiento de secuencias para los fragmentos de anticuerpo

Las secuencias de aminoacidos correspondientes a la cadena ligera y
pesada de la regidén variable humanizadas fueron convertidas a secuencias
nucleotidicas con ayuda de la herramienta Backtranseq (European Molecular
Biology  Laboratory, https://www.ebi.ac.uk/Tools/st/femboss_backtranseq/).
Ambas cadenas humanizadas fueron conectadas por un linker flexible de 15
aminoacidos (G4S)s para generar el fragmento huscFv. La secuencia resultante
gue codifica el fragmento huscFv fue sintetizada por el laboratorio biotecnolégico
Gene Universal Inc. (Newark, DE, USA), el vector de propagacién seleccionado

fue pUC57.

5.2.Clonaciéon molecular de la secuencia codificante huscFv en el vector
de expresion eucariota pCEFL.

5.2.1. Preparacién de productos génicos para su insercion en el vector

El método de choque térmico fue empleado para transformar la cepa E.
coli DH5a (Merck) y propagar el vector pUC57 que porta el gen para el fragmento
huscFv, en placas de agar Luria-Bertani LB y ampicilina 100 pg/mL (Merck) como

marcador de seleccion (38). EI ADN plasmidico se purificé a través de un kit
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comercial Monarch® Plasmid Miniprep Kit (New England Biolabs; Ipswich, MA,

USA) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Posteriormente, se procedio a realizar la amplificacion por PCR punto final
del gen correspondiente para el fragmento de anticuerpo, los primers empleados
se muestran en la Tabla 1. Siguiendo las especificaciones del fabricante, la
mezcla y condiciones de reaccibn se muestran en las Tablas 2 y 3
respectivamente. Posteriormente se corrobord la integridad y tamafio de los
amplicones obtenidos empleando un gel de agarosa al 1%, del cual, se
purificaron por medio de un kit comercial Monarch® DNA Gel Extraction (New
England Biolabs; Ipswich, MA, USA).

Forward = 5 TAAGATCTGCCACCATGGAGACAGACACA3J’

huscFv Reverse 5 ATGGATCCTCACACTGTCCTCTTGATCTCC 3°

Tabla 1. Oligonucledtidos usados para amplificar el fragmento de anticuerpo

Componente Volumen/Concentracién final
Agua Milli-Q 41 uL
Buffer (10X) 5 uL (1X)
dNTP’s (5 mM) 1 pL (200 pM)
Primer Fwd (10 puM) 1 pL (0.2 uM)
Primer Rev (10 puM) 1 pL (0.2 uM)
DNA template (500 ng) 0.5 uL (5 ng)
Vent DNA polimerasa 0.5uL (1 V)
Volumen total 50 pL

Tabla 2. Mezcla de reaccion, PCR punto final.
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Paso Ciclos Tiempo Temperatura

Desnaturalizaciéon 1 3 min 95°C
Desnaturalizacién 30s 95°C
Alineamiento 35 30s 59°C
Elongacion 1 min 72°C
Extension final 1 5 min 72°C

Tabla 3. Condiciones de reaccion, PCR punto final.

5.2.2. Analisis de digestion del fragmento de anticuerpo

Una vez obtenido el gen puro que codifica para el fragmento, se procedio
a digerir con enzimas de restriccion Bgl Il y Bam HI (Promega; Madison, WI, USA)
de acuerdo con las instrucciones del fabricante. La mezcla de reaccion se
muestra en la Tabla 4 y el tiempo de incubacién fue de 1 h a 37°C. Al término de
la reaccion, se procedié a migrar un gel de agarosa al 1% para corroborar la

integridad de la secuencia génica.

Componente Volumen/Concentracién final
Agua Milli-Q 5.5uL
Buffer NEB 3.1 (10X) 2.5 L (1X)
Amplicones 15 pL (1 pg)
Enzima Bgl Il 1uL (1U)
Enzima Bam HI 1uL (1U)
Volumen total 25 uL

Tabla 4. Mezcla de reaccion de digestion de los fragmentos de anticuerpo.
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5.2.3. Obtencion y tratamiento del vector de expresion

Para el analisis de expresion en el sistema eucariota HEK293T se empled
el vector pCEFL donado por el Dr. José Vazquez Prado (CINVESTAV-IPN,
Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico
Nacional; Ciudad de México, México). A partir de un Miniprep a una concentracién
de 100 ng/uL del vector pCEFL-EGFP, se prepard una digestion con enzimas de
restriccién Bgl 1l y Bam HI para liberar EGFP del sitio de clonacion multiple, la
reaccion se incub6 durante 1 h a 37°C y la mezcla de reaccién de digestion se
muestra en la Tabla 5. Al término de la reaccion, se procedio a migrar un gel de
agarosa al 1%, del cual se extrajo y purifico el vector linealizado, por medio de

un kit comercial Monarch® DNA Gel Extraction.

Componente Volumen/Concentracién final
Agua Milli-Q 6 uL
Buffer NEB 3.1 (10X) 2 uL (1X)
Vector pCEFL-EGFP 10 pL (1 pg)
Enzima Bgl Il 1puL (1U)
Enzima Bam Hi 1L (1V)
Volumen total 20 pL

Tabla 5. Mezcla de reaccién de digestiéon del vector pCEFL-EGFP.

5.2.4. Reaccion de ligacion del fragmento de anticuerpo con el vector de
expresion pCEFL
Los productos de digestion vector e inserto fueron unidos covalentemente
en una reaccion catalizada por la enzima T4 ADN Ligasa (Invitrogen; Waltham,

MA, USA) en una relacion molecular 3:1 (inserto-vector), para dar como resultado
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una molécula recombinante, la mezcla de reaccion se muestra en la Tabla 6, la
reaccion se mantuvo por un periodo de incubacion de 16 h a 25°C y un tiempo
de inactivacion de la enzima por 10 min a 65°C. El producto de ligacion fue
transformado y propagado empleando la cepa E. coli DH5a en placas de agar
LB/ampicilina (100 pug/mL) durante un periodo de incubacién de 16 h a 37°C.
Posteriormente, tres colonias fueron inoculadas en tubos de 1.5 mL con 1 mL de
medio LB/Ampicilina (100 pg/mL) se incubaron a 37°C durante 4 h sin agitacion.
Pasado el tiempo de incubacién, 5 puL de cada cultivo se diluyeron con 45 uL de
agua Milli-Q (18,2 MQ-cm, Merck) en tubos de 1.5 mL y se colocaron en un bafio
de agua hirviendo durante 5 min; transcurrido este tiempo, 3 pL de cada muestra
fueron empleados para un analisis de identidad por PCR punto final, la mezcla 'y
condiciones de reaccidén se muestran en la Tabla 7 y 8. El resto del volumen de
los cultivos se mantuvo en resguardo a 4°C, una vez confirmada la construccion
por PCR, se procedi6 a la extraccion de plasmidos con el kit comercial Monarch®

Plasmid Miniprep.

Componente Volumen/Concentracién final
Agua Milli-Q 5 uL
Buffer 10X 3 UL (1X)
Vector 16 pL (50 fmol)
Inserto 5 uL (150 fmol)
Enzima T4 ADN Ligasa 1uL (5U)
Volumen total 30 uL

Tabla 6. Mezcla de reaccién de ligacion vector-inserto.
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Componente Volumen/Concentracién final

Agua Milli-Q 34 uL
Buffer (5X) 10 pL (1X)
dNTP’s (56 mM) Incluidos en el Buffer
Primer Forward (10 uM) 1 pL (0.2 uM)
Primer Reverse (10 uM) 1 L (0.2 uM)
DNA template 3 uL
Taq DNA polimerasa 1puL (5U)
Volumen total 50 pL

Tabla 7. Mezcla de reaccion, PCR punto final con primers T7.

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

Alineamiento 35 30s 59°C
Elongacion 1 min30s 72°C
Extension final 1 5 min 72°C

Tabla 8. Condiciones de reaccion, PCR punto final.

5.3.Evaluacion biolégica in-vitro por WST-1

El ensayo de WST-1 nos permitird determinar la actividad

anticancerigena, y se fundamenta en la reduccion de sales de tetrazolio a

formazan por actividad de enzimas deshidrogenasas mitocondriales en células

metabodlicamente activas. Primeramente, se evalud el efecto inhibitorio de

metformina (Sigma Aldrich; St. Louis, MO, USA) en la viabilidad celular

empleando el reactivo WST-1 (Merck). Células A549 (ATCC® CCL-185™,;

Manassas, VA, USA) fueron cultivadas en placas de cultivo tisular de 96 pocillos
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(100 pL, 5X103 células por pocillo) en medio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle
medium) suplementado con 10% de Suero Fetal Bovino (Thermo Fisher
Scientific; Waltham, MA, USA) e incubadas a 37°C en una atmésfera de 5% COs:.
Después de 24 h, 6 diferentes concentraciones de metformina fueron evaluadas
(10, 20, 40, 60, 80 y 120 mM) por 48 h. Posteriormente, se remplazé el medio de
cultivo por medio fresco con WST-1 (1:10 dilucién final) y se incubd durante 1 h,
después se midio la absorbancia a 450 nm en un lector de microplacas (BioTek,
Vermont, USA). Células no tratadas fueron usadas como control negativo. Para
determinar la concentracién inhibitoria media ICso se empled la herramienta

online AAT Bioquest (https://www.aatbio.com/tools/ic50-calculator).

Para evaluar el efecto inhibitorio del huscFv se hizo un ensayo de co-cultivo sin
contacto empleando insertos permeables Transwell 24-pocillos (Corning Inc.;
New York, NY, USA) de un tamafio de poro de 0.4 um. En una placa de 24 pocillos
se sembraron células A549 (700 pL, 2x10* células por pocillo) y en pocillos
adyacentes se colocaron los insertos permeables sembrados con 700 pL, 2x10*4
células HEK293T (ATCC® CRL-3216; donada por el Departamento de fisiologia
y Neurodesarrollo del Instituto de Fisiologia Celular, Universidad Nacional
Auténoma de México) por pocillo. Después de 24 h de incubacién, el medio de
crecimiento que contienen las células HEK293T fue remplazado por medio
DMEM fresco y se procedié a transfectar 1 ug por pocillo de la construccion
pCEFL/huscFv con el reactivo de transfecciéon Xfect™ (Clontech Takara; San
Jose, CA, USA) siguiendo las instrucciones del fabricante. Posterior a las 4 h de

la transfeccidn, los insertos fueron colocados dentro de los pocillos que contienen
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la monocapa de células A549 y se incubd por un periodo de 48 h. Para el ensayo
huscFv + metformina se agregd la concentracion estimada ICso de metformina
dentro de los pocillos de células A549 por 48 h, se colectd el medio de cultivo de
ambos ensayos para el ensayo Dot-Blot. La viabilidad se midi6 usando la
monocapa de células A549 empleando el ensayo de WST-1 previamente

descrito, se emplearon células sin tratamiento como control negativo.

5.4.Analisis de afinidad del fragmento huscFv sobre receptores de
membrana EGFR en células A549 por Dot-Blot.

Para analizar la expresion y afinidad del huscFv sobre EGFR se emple6 la
técnica de Dot-Blot. Se deposité el lisado de 1x10° células A549 sobre una
membrana de nitrocelulosa (Sigma Aldrich) y se mantuvieron a 37°C durante 1 h,
células HEK293T fueron usadas como control negativo. Los sitios no especificos
de la membrana se bloquearon por inmersion en una solucion de bloqueo (5%
leche libre de grasas en PBS-T) por 1 h con agitacion a temperatura ambiente.
Se emplearon los 700 pL de cultivo post-transfeccion y cetuximab comercial
como control positivo, ambos fueron adicionados a la membrana durante 1 hora
a temperatura ambiente. La membrana se lavo tres veces con PBS-T (PBS con
0.05 Tween 20) y se agregé HRP-protein L 0.5 pg/mL (GenScript; Piscataway,
NJ, USA) en solucién de bloqueo como anticuerpo secundario por 1 h. Después
de descartar la solucion de HRP-protein L y tres lavados con PBS-T, la membrana

se sumergid en una solucion de substrato DAB 3,3’-diaminobenzidina
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tetrahidrocloruro (Thermo Fisher Scientific) hasta la aparicion de un precipitado

marron.

5.5.Analisis estadistico

El analisis de datos fue llevado a cabo usando el software GraphPad Prism
software (San Diego, CA, USA). Los resultados son presentados como la media
+ desviacion estandar (SD), se usé el andlisis de varianza (ANOVA) seguido de
la prueba de Tukey para comparar los datos. Un valor de P <0.05 fue considerado

estadisticamente significativo.

5.6.Manejo de residuos

Los residuos quimicos y biolégicos se dispusieron en diversos contenedores

etiquetados como:

A. Soluciones salinas pH 6.8, soluciones de: sales inorganicas, acidos

inorganicos, organicos y bases inorganicas.

D. Toxicos inflamables, combinaciones organicas halogenadas liquidas,

bases orgéanicas y aminas.
E. Muy téxico, cancerigeno organico.

Estos contenedores se encuentran estratégicamente ubicados en el Laboratorio
de Farmacologia y Modelos Biologicos de la Division de Posgrado de la Facultad

de Ciencias Quimicas.
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CAPITULO VI

6. RESULTADOS

6.1.Disefo del fragmento humanizado huscFv

6.1.1. Obtencion de secuencias del anticuerpo cetuximab

Las secuencias de aminoacidos que corresponden para la cadena pesada

y ligera de cetuximab IgG se obtuvieron de la base de datos Protein con nimero

de acceso 1YY8_By 1YY8_A conformadas por 449 y 214 aminoacidos. La Tabla

9 muestra las secuencias correspondientes.

Nombre Secuencia
QVQLKQSGPGLVQPSQSLSITCTVSGFSLTNYGVHWVRQSPGKGLEWLGVIWSGGNTDYNTPFTSRLSINKDNSKSQVFFK
MNSLQSNDTAIYYCARALTYYDYEFAYWGQGTLVTVSAASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNS
Cadena GALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHTCPPCPAPELLGGPSVFLF
pesada PPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVKFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGKEYKCKVS
NKALPAPIEKTISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENNYKTTPPVLDSDGSFFLY
SKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPGK
Cadena DILLTQSPVILSVSPGERVSFSCRASQSIGTNIHWYQQRTNGSPRLLIKYASESISGIPSRFSGSGSGTDFTLSINSVESEDIADY
. YCQQONNNWPTTFGAGTKLELKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQD
Ilgera SKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

Tabla 9. Secuencia de aminoacidos de cetuximab.
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6.1.2. Analisis de la region variable de la cadena pesada y ligera de

cetuximab

A partir de las secuencias de aminoacidos de la cadena pesaday ligera se

identifico la regidn variable que est4 conformada por tres CDR’s intercaladas

entre cuatro secuencias marco, la Figura 4 muestra el andlisis. En la Figura 5 se

observan los datos de probabilidad superior al 75% para la cadena principal y

lateral de los atomos (main/side chain) que corresponden al subconjunto de

aminoacidos que entran en contacto con el EGFR.

A)

Heavy Chain:

Heavy Chain FR1:
Heavy Chain COR1:
Heavy Chain FR2:
Heavy Chain CDR2:
Heavy Chain FR3:

Heavy Chain CDR3:A

Heavy Chain FR4:
VH gene:
WH gene sequence:

H1
H2
H3

QVOLKQSGPGLVQPSQ5LS ITCTVSGF SLTNYGVHWWRQSPGKGLEWLGY
TWSGGNTDYNTPETSRLS TNKDNSKSQVF FKMNSLOSNDTATYYCARALT
VYDYEFAYWGOGTLVTVSARSTHGPSVEPLAPSSKSTSGETAALGCLVKD
YEPERPVTVSHNSGALTSGVHTF PAVLQSSGLYSLESVWTWPSSSLGTOTY
ICNVNHEPSNTKVDKKVEPKSCOKTHTCPPCPAPELLGGPEVFLFPPEPK
DTLMISRTPENTCVVVDVSHEDPEVKF MY VDGWEVHNAKTKPREEQYNS
TYRVVSVLTVLHODWLNGKEYKCKVSHKAL PAP TEKTISKAKGQPREFQY
¥TLPRSRDELTKNGVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGOFENNYETTRRVL
DSDGSFELYSKL TVDKSRNOQGNVESCSVMHEALHNHYTOKSL SLSPGE
QVOLKOSERGLVQPSQSLEITCTVSGRELT

WGEETLYTYE-

IGHW2-2%83|Mus musculus_BALBE/c

OVOLKOSGPELVOPSQELE ITC TSGR SLT SYEVHIVRQSPEKEL EWLGY
IWSGGSTOYNASF ISRLS ISKDNSKSQVF FEMNSLOSNDTATYYCAR
C5:1,Length:5

CS:1,Length:16

CS:bulaed.Lenath:11

B)

Input Light Chain:

Light Chain FR1:
Light Chain CDR1:
Light Chain FR2:
Light Chain CDR2:
Light Chain FR3:
Light Chain CDR3:
Light Chain FR4:
VL gene:

VL gene sequence;

L1
L2
L3

DILLTQEPVILSVSPGERYEFICRASQSIGTNIHIWYQQRTNGSPRLLIKY
ARESISGIFERFSGEGEGTDFTLEINSVESEDTADYYCQQNNNWPTTFGA
GTKLELKRTVAAPSVFIFPPEDEQLESGTASVWCLLNNFYPREAKNQUEY
DNALQSGHSQESVTEQDSKDETYSLSSTLTLSKADYEKHKYYACEVTHOG
LSSPVTKSFNRGEC

DILLTQSPVILSVSPGERVSFSC

GIPSRFSGEGEEG- === TDETLSINSVESEDIADYYC

QNN - - - -~ - - i

FGAGTELELKRTV

IGKVS-45%81 |Mus musculus_BALB/cC
DILLTQSPAILSVSPGERWSFSCRASQSIGTSIHWYQQRTRGSPRLLIKY
ASESISGIPSRFSESGSGTOFTLSINSVESEDTADYYCQQSNSIWP
CSikappa_2, Length:11

CS:kappa_1,Length:7

CS:kappa_1,Length:9

Figura 4. A) Cadena pesada, B) Cadena ligera, identificacion de secuencias

marco (FR1-4) y CDR’s (CDR1-3).
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Figura 5. A) Cadena pesada, B) Cadena ligera, probabilidad de contacto entre

aminoécidos pertenecientes a CDR’s y EGFR.

6.1.3. Disefio del formato scFV/EGFR por insercion de CDR’s y andlisis
de humanizacion.

La secuencia de la cadena pesada VH con numero de acceso
ACS96128.1 mostr6 un grado de identidad del 55% para su contraparte
homéloga en humanos, como se observa en la Figura 6. El siguiente paso
consistio en cambiar las cuatro secuencias marco (FR’s) sin modificar las
secuencias CDR’s, lo que se conoce como CDR grafting, la secuencia
humanizada se muestra en la Figura 7, los aminoacidos en negritas representan
aguellos aminoacidos que se cambiaron y que por lo tanto no se compartian con
la secuencia murina, los aminoacidos con un asterisco (*) debajo, representan
aguellos que se comparten entre ambas cadenas humana y murina, los
aminoacidos entre corchetes corresponden a las tres CDR’s los cuales no se
modificaron.
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immunaoglobulin heavy chain variable region, partial [Homo sapiens]
Sequence ID: ACS96128.1 Length: 121 MNumber of Matches: 1

Range 1: 1 to 118 GSenPept Graphics
Score Expect Method Identities Positives Gaps
143 bits{3251) 1le-44 Compositional matrix adjust. 65/119(55%) 91/119{(76%) 2/119{1%:)

Query 1 VOLEQSGPGLVOPSOSLSITCTVSGFSLTHNYGWHWVROS PGEGL EWL -GWINWSGGNTDY 59
+V0OL +5G@ G+V+P 5L ++(C 50F+ +YG+ WWVRQ+PGKGLEW+ G+ WSGGNT Y
Sbjct 1 EVQLVESGGOVVRPGDSLRLS CEASGFTFDDYGMGEWWVRQAPGKGL EWVSGINWSGGNTGY 68

Query o&a NTPFTSRLSIMKDNSKSQWEFEMMSLQSHDTALY Y CARALTYYDY EFAYWGQGTLVTWVS 118
R +I++DMN+K+ ++ +MHNSL++ DTA Y+CAR ++ +D%Y F YWGQGTLWVTWS
Sbjct 61 ADSVEGRFTISRDMAKNS LY LOMMS LRAEDTAFYHCARGI SSWDY - FDYWGQGTLVTWVS 118

Figura 6. Andlisis de identidad de la cadena pesada VH con su contraparte

homologa en humanos.

Cetuximab (VH)1 QVQLEQSGRGLVQESQSLSITCTVSGESLINY GVHNVER

huscFEv (VH) 1 EVQLVESGGEVVRFGDSLRLSCEASGESLINYGVHNVREQAPGHGLEWLEVIWSGEGNTDYN

oW W W W W w Ll - WA W N R R R EEEE R R W W R R R W W W W

Cetuximab (VH) 61 TPFTSRL-SINKDNSKSQVEFFMNSLOQSNDTAIYYC LTYYDYEFAYNWGOGTLWTVS

huscFEv (VH) 61 TPFTSRLFTISRDNARNSLYLOMNSLRAEDTARYYCARALTYYDYEFAYWGQGTLVIVS

R kR AR * L * * W L FEEFIT RN A A A A AT AT HT TR NN NN R

Figura 7. CDR grafting de la secuencia VH con su contraparte homologa en

humanos.

El procedimiento se repitio para la cadena ligera (VL), se obtuvo una
secuencia con numero de acceso BAC01586.1 y un grado de identidad del 66%
con su contraparte homéloga en humanos, véase Figura 8. En la Figura 9 se
muestra la secuencia humanizada posterior al CDR grafting, los aminoacidos en
negritas representan aquellos aminoacidos que se cambiaron y que por lo tanto
no se compartian con la secuencia murina, los aminoacidos con un asterisco (*)

debajo, representan aquellos que se comparten entre ambas cadenas humana y
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murina, los aminoacidos entre corchetes corresponden a las tres CDR’s los

cuales no se modificaron.

immunoglobulin kappa light chain VLJ region, partial [Homo sapiens]
Sequence ID: BACD15536.1 Length: 108 MNumber of Matches: 1

Range 1: 1 to 108 SenPept Graphics
Score Expect Method Identities Positives Caps
157 bits{297) 2e-50 Compositional matrix adjust. 71/108(56%:) S9/108(82%) 0/108{0%:)

Query 1 DILLTOSPWILSWSPGERVWSFSCRASQSTGTNIHWYQORTHNGSPRLLIKYASESISGIPS &8
D+++TQSP LSWSPGER + SCRASQS+ +N+ WYQO+ +PRLLI AS +GT :'+

Sbjct 1 DVWMTOS PATLSVSPGERATLSCRASQSVSSNLAWY QQKPEGOQAPRLLIYVGASTRATGIPA S8

Query &1 RFEFSGSGSGTDFTLSINSVESEDIADY Y CQOMNNWPTTFGAGTKLELKR 123
RFSGSG5GT+FTL4+I+54++5SED A YYCOQOQ MNMWP TFG GTK+E+KR

Sbjct &1 RFSGSGSGTEFTLTISSLOSEDFAVY Y CQOYMNMWPRTFGRGTKWEIKR 1838

Figura 8. Andlisis de identidad de la cadena pesada VL con su contraparte

homologa en humanos

Cetuximab (VL)1 DILLTQSPVILSVSPGERVSFSCRASQSIGTNIHWYQQRTNGSPRLLIKYASESISGIPS
HuscFv (VL)1 DVVMTQSPATLSVSPGERATLSCRASQSIGTNIHWYQOKPGQAPRLLIKYASESISIGIPA
* RN L LR AL i R L LR L

Cetuximab (VL)61 RFSGSGSGTDFTLSINSVESEDIADYYCRONNNWPTTIFGAGTKLELKRTV
huscFv (VL) 61 RFSGSGSGTEFTLTISSIQSEDFAVYYCRONNNWETTIFGQGTKVEIKRTV
AAEE TN LR * » L * R L ) L xxx - R Ax

Figura 9. CDR grafting de la secuencia VL con su contraparte homoéloga en

humanos.

Partiendo de la cadena pesada VH humanizada, se procedio hacer un
analisis del grado de humanizacion a través del valor de Z-score, la Figura 10
muestra dos graficas que corresponden a la cadena pesada VH nativa de
cetuximab en la cual se obtuvo un valor de Z-score de -1.269, posterior a la
humanizacion el Z-score incremento a 0.107, lo que nos indica que nuestra
secuencia refleja un caracter mas humanizado comparado con las bases de

datos de inmunoglobulinas pertenecientes al humano (KabatMan Database). Se
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obtuvo un Z-score de -1.568 para la cadena ligera VL nativa de cetuximab,
posterior a la humanizacion el Z-score incrementé a 0.404 grados de
humanizacion, comparado con bases de datos antes mencionadas, véase Figura

11.

A Conparison; Heavy chain B Conparison; Heavy chain

18

16

14 F

12

18

18

16

14

12

18

Frequency of occurrence

Frequency of occurrence

n

e e P S |h||||||.|Mn| N NN

Z=score Z=score

Ll |

-4

The Z-score value of the Query sequence is: -1.269 The Z-score value of the Query sequence is: 0.107

Figura 10. Andlisis de humanizacion. A) Cadena pesada VH de cetuximab de
origen murino (Z-score -1.269), B) Cadena pesada VH humanizada (Z-score

0.107).
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The Z-score value of the Query sequence is: -1.568 The Z-score value of the Query sequence is: 0.404

Figura 11. Analisis de humanizacion. A) Cadena ligera VL de cetuximab de
origen murino (Z-score -1.568), B) Cadena ligera VL humanizada (Z-score

0.404).

6.1.4. Acoplamiento de secuencias para el fragmento de anticuerpo
humanizado.

En la Tabla 10 se muestras la secuencia de aminoacidos para el fragmento

de anticuerpo humanizado.

Nombre Secuencia

EVQLVESGGGVVRPGDSLRLSCEASGFSLTNYGVHWVRQAPGKGLEWLGVIWSGGNTDYNTPFTSRLFTISRDNA

huscFv KNSLYLQMNSLRAEDTAFYYCARALTYYDYEFAYWGQGTLVTVSGGGGSGGGGSGGGGSDVVMTQSPATLSVSP

GERATLSCRASQSIGTNIHWYQQKPGQAPRLLIKYASESISGIPARFSGSGSGTEFTLTISSLQSEDFAVYYCQQNNN
WPTTFGQGTKVEIKRT

Tabla 10. Secuencia de aminoacidos que conforma al fragmento huscFv (243

aminoacidos). En negritas el linker flexible (G4S)s.
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6.2.Clonacion molecular

6.2.1. Preparacion de productos génicos para su insercion en el vector

El gen que codifica para el fragmento de anticuerpo humanizado fue
amplificado por PCR punto final, en la Figura 12 se muestra la integridad del
amplicon obtenido con un tamafio de 723 bp. Una vez purificado el producto de
PCR, se procedi6 con una digestion con enzimas de restriccion Bgl 1l y Bam HI,

la Figura 13 muestra un gel de agarosa al 1% con el producto de digestion.

1500 pb. »

700 pb—p
500 pb_>

Figura 12. Amplificacion del gen que codifica para el fragmento de anticuerpo
humanizado. Gel de agarosa al 1%. Carril 1: marcador de peso molecular, carril

2: huscFv (723 pb) y carril 3: control negativo.
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1500 pb —pp|
700 pb
500 pb

Figura 13. Digestidn con enzimas de restriccién del fragmento de anticuerpo
humanizado. Gel de agarosa al 1%. Carril 1: marcador de peso molecular, carril

2: huscFv (723 pb).

6.2.2. Obtencion y tratamiento del vector de expresion

El vector pCEFL-EGFP se propago6 en la cepa E. coli DH5a en presencia
de ampicilina (100 pg/mL), posteriormente fue aislado por medio de un estuche
comercial para llevar a cabo la linealizacion con las enzimas de digestion Bgl Il 'y
Bam HI. La Figura 14 muestra la integridad del vector de expresion con un
tamafo de 6759 bp, asi como la liberacion de un gen reportero que codifica para
la proteina EGFP contenida en el sitio de clonacion multiple con un tamafio
aproximado de 717 pb. Posteriormente, a partir del gel de agarosa se purifico el

vector linealizado para su posterior uso en la reaccion de ligacion.
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5686 pb —p

2323pb__,

1264 pb__y,

702 pb >

Figura 14. Digestidn con enzimas de restriccion del vector pCEFL. Gel de
agarosa al 1%. Carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: Vector pCEFL

linealizado con Bgl Il y Bam HI.

6.2.3. Confirmacion de clonas transformantes por PCR

A partir de la extraccion de ADN plasmidico recombinante de tres colonias
de E. coli DH5q, se procedié a montar una reaccion de PCR para cada extraccion.
En la Figura 15 se muestra la amplificacién del fragmento huscFv con un tamafio
de 723 pb, como control negativo la misma mezcla de reaccién sin ADN
plasmidico. Las moléculas de ADN plasmidico seran empleados para ensayos

posteriores de subclonacién y expresion proteica.
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5686 pb__y,
2323 pb__,

1264 pb__p|

702 pb_’

Figura 15. Amplificaciéon del gen que codifica para el fragmento de anticuerpo
humanizado. Gel de agarosa al 1%. Carril 1: marcador de peso molecular, carril

2-4: clonas positivas para huscFv (723 pb), carril 5: control negativo.

6.3.Evaluacion biolégica in-vitro por WST-1

Se evaluaron diversas concentraciones de metformina en la linea celular
A549 durante 48 h y la viabilidad celular se determind mediante el ensayo de
WST-1. Como se muestra en la Figura 16, metformina exhibe un efecto
dependiente de la dosis. A concentraciones de 10, 20, 40, 60, 80 y 120 mM, se
observa una viabilidad del 99, 80, 52, 31, 7 y 1% respectivamente. El analisis
estadistico revela diferencias significativas (P<0.05) al comparar las
concentraciones de 40, 60, 80 y 120 mM con respecto al control negativo; a las
dosis de 10 y 20 mM no se observa una diferencia significativa. La concentracion
inhibitoria media (ICso) de metformina se estimé en 46 mM. El efecto del huscFv

y la combinacion con metformina (46 mm) se evalu6 sobre células A549 por el
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mismo método. Nuestros resultados muestran que la viabilidad celular inhibe un
15% cuando se evalla el huscFv soélo, en combinacion con metformina se inhibe
un 45% la viabilidad (Figura 17). Se empleo el vector pCEFL vacio como un
control el cual no muestra actividad biologica sobre las células. La comparacion
entre los grupos de metformina y huscFv revel6 una diferencia estadisticamente

significativa (P<0.05).

150+
X
5 ns
% 100+ NS
o I
v *%k
3 e
= 504 e
g F: ::: Fekk
> e
0 ! T T

Metformina (mM)

Figura 16. Ensayo de viabilidad por WST-1. Células A549 fueron tratadas con
metformina (10, 20, 40, 60, 80 y 120 mM) por 48 h. Los datos se presentan
como la media = SD y se compararon contra el grupo control (Control negativo,

C-), **P<0.01, **P<0.001 y ns: diferencia no significativa.
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150+

Viabilidad celular %

Figura 17. Ensayo de viabilidad por WST-1. Células A549 fueron tratadas con
metformina 46 mM, huscFv y la combinacion metformina (46 mM) + huscFv.
Como control negativo (C-) células no tratadas, los datos se compararon contra
el grupo control (Control negativo, C-). La diferencia estadistica entre grupos fue
analizada usando ANOVA de un factor, **P<0.01, **P<0.001 y ns: diferencia no
significativa.

6.4.Analisis de afinidad del fragmento huscFv sobre receptores de
membrana EGFR en células A549 por Dot-Blot.

El analisis de afinidad por Dot Blot muestra que el huscFv es expresado
por las células HEK293T y se encuentra presente en el medio de cultivo
empleado en el ensayo, el huscFv y cetuximab reaccionaron con las células
A549, huscFv no mostro reaccion con células HEK293T control negativo (Figura

18).
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Figura 18. Andlisis de afinidad por Dot Blot. A) Afinidad del huscFv sobre
células A549, B) Cetuximab como control positivo y C) Lisado de células

HEK293T como control negativo.
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CAPITULO VI

7. DISCUSION

Los anticuerpos monoclonales (mAbs) se han considerado atractivos
agentes terapéuticos contra el cancer en las Ultimas décadas debido a su gran
capacidad de unirse selectivamente a moléculas dianas especificas. Esto permite
un enfoque directo para el desarrollo de moléculas anticancerigenas efectivas
con una toxicidad menor en comparacién con farmacos citotéxicos usados
actualmente. Sin embargo, el tamafio de los anticuerpos, asi como su origen no
humano son dos factores importantes para su aplicacion terapéutica (39).
Ademas, los mAbs generados a partir de técnicas tradicionales que emplean la
generacion de hibridomas enfrentan el desafio de su potencial inmunogenicidad
debido a las regiones de origen murino en su estructura (40). Para superar este
obstaculo, se han implementado técnicas de humanizacién, y en este trabajo, se
desarroll6 un fragmento de anticuerpo humanizado anti-EGFR scFv (huscFv) a

partir de la region variable de cetuximab. Las secuencias humanas donantes
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seleccionadas, ACS96128 para VH y BAC01586.1 para VL, se utilizaron en el
proceso de CDR-grafting. Antes de la humanizacion, estas secuencias
compartian una similitud e identidad del 76% y 55% para la cadena pesada, y
82% y 66% para la cadena ligera, respectivamente, en comparacion con
cetuximab. Posterior a la humanizacién, se logré un aumento significativo en la
similitud e identidad de las secuencias resultantes, alcanzando un 89% y 76%
para VH, y 90% y 78% para VL, respectivamente, representando un incremento
del 16.4% en la humanizacion. Este aumento se corrobord mediante el analisis
de Z-score, que mostré un cambio de puntuacidén negativa a positiva en ambas
cadenas de la region variable. El grado de humanizacion obtenido en este estudio
es consistente con investigaciones previas que han logrado incrementos
similares en la humanizacién de scFv (30, 41). Ademas, la observacion de un
aumento significativo en la similitud e identidad de las secuencias resultantes
después del proceso de CDR grafting, asi como el andlisis de afinidad por Dot-
Blot respaldan la eficacia de esta técnica en el disefio de anticuerpos
humanizados. Esto coincide con los resultados obtenidos por otros autores, al
utilizar un enfoque similar y lograr mantener la afinidad en el disefio de scFv en
comparacion con cetuximab (31). La eficiencia de este método, centrado en la
similitud e identidad durante el CDR grafting, se traduce en una mayor
correspondencia estructural a nivel de aminoacidos y, por ende, en la retencion

de la afinidad del anticuerpo resultante.

Por otro lado, nos propusimos examinar el efecto antiproliferativo de metformina

en células A549 mediante el ensayo WST-1. Los resultados indican una relacion
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dosis-respuesta, donde mayores concentraciones de metformina se asocian con
una disminucién progresiva en la viabilidad celular. Esto fue Gtil para determinar
la concentracion media inhibitoria de metformina (ICso, 46 mM) para minimizar la
toxicidad celular mientras se mantiene la eficacia. Estos resultados son
consistentes con multiples informes previos donde metformina ha destacado por
el efecto antiproliferativo en células A549 y H460 mediado por la activacion de la
via de AMPK, un sensor clave en la respuesta al estrés energético celular (42).
En otras lineas celulares como RPMI8226 y U266 (células de cancer de mieloma
multiple), metformina exhibe un ICso de 20.2 y 17.9 mM respectivamente; y en
células HelLa (células de carcinoma cervical) un ICso de 60 mM (43, 44). Esta
observacion también se alinea con otros estudios en distintas lineas celulares de
cancer donde Metformina induce autofagia y arresto del ciclo celular en células
RPMI8226 y U266; y apoptosis en células CaSki, C33A y HelLa a través de las
vias de sefalizacion AMPK/p53 y PISK/AKT/mTOR (20, 33). Ademas, estudios
recientes indican que metformina provoca la generacién de especies reactivas de
oxigeno (ROS) y la muerte celular por apoptosis en células HCT116 (45). Los
resultados obtenidos en nuestros ensayos refuerzan consistentemente estos
informes previos, sugiriendo que metformina podria estar ejerciendo su efecto
biolégico al inducir la muerte celular a través de la regulacion de la via de
sefalizacion AMPK, que emerge como un regulador fundamental del
metabolismo celular. Finalmente, de forma individual se observa que el huscFv
reduce la viabilidad celular en un 15% y en combinacion con metformina (46mM)
se logra una reduccion del 45% en comparacion con el tratamiento individual de

metformina que resulta en una disminucion del 50% en la viabilidad celular. Esto
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sugiere una posible interaccion entre los tratamientos lo cual parece modular la
reduccion de la viabilidad celular causada por metformina sola. Nosotros no
observamos un efecto sinérgico entre ambas moléculas. Algunos estudios
previos indican que metformina exhibe un efecto sinérgico con diversas
estrategias terapéuticas tradicionales, asi como el uso con anticuerpos
monoclonales (46—49). Por ejemplo, el desarrollo de una formulacién de
liposomas que incorpora Herceptin y metformina representa un enfoque
terapéutico novedoso y prometedor para el tratamiento del cancer de mama (50).
Se ha demostrado que el uso simultaneo de inhibidores de la tirosina cinasa (TKI)
en combinacion con metformina mejora significativamente los resultados clinicos
y retrasa la aparicion de resistencia a los EGFR-TKI (51). Los fragmentos de
anticuerpo han sido objeto de exhaustivas investigaciones y han evidenciado
efectos bioldégicos en diversas lineas celulares cancerigenas, tanto como
entidades moleculares independientes como conjugados con distintas
sustancias, tales como citocinas, toxinas, ARN interferentes e incluso
nanomateriales (19, 21-23, 52, 53). Es posible que se necesiten mas
experimentos y analisis para comprender completamente la interaccién entre
metformina y los huscFv. A pesar de que este tipo de anticuerpo no mejore el
efecto citotéxico de metformina podria estar ejerciendo un efecto protector sobre

las células.
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CAPITULO VIII

8. CONCLUSIONES

Las secuencias humanas donantes de secuencias marco seleccionadas
por similitud e identidad permitieron retener la afinidad del fragmento de
anticuerpo huscFv sobre el receptor EGFR.

El método de CDR grafting permitié un incremento del 16.4% en el grado
de humanizacion del anticuerpo huscFv.

Metformina tiene un efecto dependiente de la dosis, a 46 mM inhibe el 50%
de viabilidad de células de cancer de pulmén A549 in-vitro.

El fragmento de anticuerpo huscFv inhibe el 15% de la viabilidad en células
A549 in-vitro.

No se observa un efecto sinérgico en la combinacion de metformina y
huscFv, lo que sugiere una interaccion que modula la reduccion de la

viabilidad celular inducida por metformina
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