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RESUMEN

El virus sincitial respiratorio (RSV) es la etiologia mas importante de las infecciones
respiratorias agudas, en particular bronquiolitis, en nifios menores a 5 afos. Los
tratamientos actuales son costosos, algunos casos requieren hospitalizacion y no hay
vacuna disponible. Una caracteristica importante dentro de su fisiopatologia es la
generacion de una respuesta inmune tipo 2 que favorece la agresividad de la infeccion. Una
posible estrategia profilactica, ademas de la estimulacién con un antigeno, es el uso de co-
estimuladores que permitan generar un balance hacia una respuesta inmune tipo 1, ya que
se sabe es la que permite una mejor eliminacion del RSV. Este trabajo tuvo como objetivo
generar una proteina recombinante conformada por la proteina F del RSV, fusionada a un
coestimulador para observar su efecto bioldgico en un modelo in vitro. Se transformaron
bacterias Escherichia coli C43 con un vector de expresion procarionte con cuatro
elementos: una secuencia que codifica para 6 histidinas para la purificacién de la proteina,
la secuencia del core de la estreptavidina, la secuencia del sitio Il inmunogénico de la
proteina F en un tandem de 3 y el coestimulador 4-1BBL de respuesta inmune tipo 1 (pET-
6XHN-SA-F3X-4-1BBL). La produccion de SA-F3X-BBL fue inducida con isopropil-B-D-1-
tiogalactopirandsido 1 mM por 24h, purificada en columnas de niquel e identificada por
western blot. Las células presentadores de antigeno RAW 264.7 se estimularon a diferentes
concentraciones de proteina recombinante a las 24 y 48h, para analizar la activacién del
sefialosoma 4-1BB/4-1BBL por western blot y gPCR. SA-F3X-BBL se purificé de la fraccion
soluble con un rendimiento de 5.6% con un peso moecular de 84.4 kDa. SA-F3X-BBL logré
reclutar proteinas TRAF2 a partir de la estimulacion con 4-1BBL, activando las vias de
sefalizacion p38 MAPK y NF-kB, produciendo rio abajo IFN-y, TNF-a y BIRC5
principalmente por medio de p38 MAPK.



ABSTRACT

Respiratory syncytial virus (RSV) is the most important etiology of acute respiratory
infections, mainly bronchiolitis, in children under 5 years old. RSV current treatments are
expensive, and in some cases, hospitalization is required. Furthermore, there’s no vaccine
available. An important characteristic within its pathophysiology is the generation of a type
2 immune response that favors the aggressiveness of the RSV infection. A possible
prophylactic strategy, in addition to stimulation with an antigen, is the use of immune system
costimulatory molecules that indices a skew towards a type 1 immune response, since it is
known that it is the most adequate to viral clearance. In this work, we aimed to generate a
recombinant protein with RSV F protein, fused with a costimulatory molecule, to observe its
biological effect in vitro. C43 Escherichia coli cells were transformed with a prokaryote
expression vector integrated by four elements: a histidine tail for protein purification, the
sequence of core streptavidin, three repetitions of F protein immunogenic site Il in tandem,
and the immune response type-1 costimulatory molecule 4-1BBL (pET-6XxHN-SA-F3X-4-
1BBL). The production of SA-F3X-BBL was induced with 1 mM Isopropyl-B-D-
thiogalactoside for 24h, purified with nickel columns and identified by western blot. Antigen
presenting cells RAW 264.7 were stimulated with different recombinant protein
concentrations at 24 and 48h, and western blot and gPCR were used to evaluate the
activation of the 4-1BB / 4-1BBL signalosome. The recombinant protein was purified from
the soluble fraction with a 5.6% yield and an 84.4 kDa molecular weight. SA-F3X-BBL
succeeded in TRAF2 proteins recruitment from 4-1BBL stimulation, activation of p38 MAPK
and NF-kB signaling pathways resulting in IFN-y, TNF-a and BIRC5 downstream production,
mainly through p38 MAPK.



INTRODUCCION

El virus sincitial respiratorio (RSV), a pesar de ser uno de los principales causantes de
hospitalizaciones y muertes en infantes, no tiene una vacuna aprobada hasta el dia de hoy.
En 1960, se desarroll6 una vacuna inactivada con formalina (FI-RSV), la cual resulté en
aumento de la enfermedad respiratoria asociada a la vacuna tras una infeccién natural con
el RSV. Este evento, ademas de la poca informacion y tecnologias que se tenian en ese
momento, causo un bloqueo en el desarrollo de otras alternativas. Gracias a la descripcion
de la estructura de la proteina F, junto al desarrollo de nuevas estrategias de vacunas que
involucran a la biotecnologia moderna, han permitido el disefio de vacunas utilizando
regiones inmunodominantes de las proteinas virales que generan una respuesta inmune
mas robusta y memoria a largo plazo. En este proyecto se utiliz6 un vector de expresion
procarionte, el cual posee la secuencia del monémero de estreptavidina, la cual es una
region de tetramerizacién para aumentar la sefalizacion. También posee un antigeno
inmunodominante del sitio Il de la proteina F, asi como un adyuvante para la co-estimulacién
de células del sistema inmune perteneciente a la familia del factor de necrosis tumoral
Receptor/Ligando (TNFR/L) llamada 4-1BBL. Bacterias Escherichia coli (E. coli) de la cepa
C43 se transformaron con este vector de expresion, el cual fue inducido con Isopropil-3-D-
1-tiogalactopiranésido (IPTG) 1mM para producir la proteina recombinante SA-F3X-BBL.
La proteina recombinante fue extraida y purificada de su fraccion soluble. Para probar su
efecto biologico se utilizé6 un modelo in vitro de células presentadoras de antigeno (CPA),
la linea celular RAW 264.7, las cuales se sometieron a pruebas de supervivencia celular
con diferentes concentraciones de la proteina recombinante. El efecto biologico fue
evaluado analizando la expresién proteica y genética del receptor de 4-BBL, proteinas que
activan vias de sefalizacion (TRAF) relacionadas con las vias de las protein cinasas
activada por mitégenos (MAPK) y el factor nuclear asociado a la cadena k de linfocitos B
NF-kB, ademas de citocinas (TNF-a, IFN-y) y proteinas de supervivencia celular (BIRC5 y

Bcl2111) involucradas en estas mismas vias celulares.
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1. Sistemainmune

El sistema inmune es un conjunto de células, tejidos y 6rganos que trabajan colectivamente
dentro del organismo para protegerlo de microorganismos, asi como de moléculas, que son
reconocidos como extrafios. Las células de los sistemas inmunitarios innato y adaptativo
estan presentes en forma de células circulantes en la sangre y en la linfa, en érganos
linfaticos y en forma de células dispersas en casi todos los tejidos.

Las primeras barreras de defensa que se enfrentan a los factores externos para entrar al
organismo no son especificas y pueden ser fisicas, quimicas o biolégicas como las barreras
anatémicas y algunas son sistémicas como la temperatura (Collado y col., 2008). A este
conjunto de defensas contra agentes extrafios se le llama inmunidad innata y actda en las
primeras horas o dias de la infeccion. Los receptores microbianos de la inmunidad innata o
receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) son especificos frente a estructuras que
son comunes a grupos de microbios relacionados, conocidos como patrones moleculares
asociados a patdgenos (PAMPs), y no distinguen las sutiles diferencias que hay entre ellos
(Medzhitov y Janeway, 1997). Entre los PRRs se encuentran los receptores tipo Toll (TLR),
los cuales tienen la capacidad de reconocer a un numero determinado de ligandos en
bacterias, hongos, protozoos y virus (Chuang y Ulevitch, 2000; Campos y col., 2001;
Alexopoulou y col., 2001). Los principales componentes de la inmunidad innata son:
barreras fisicas (epitelio y mucosas) y quimicas (sustancias antimicrobianas), células
fagociticas como los neutréfilos y macréfagos, células dendriticas (DC), mastocitos, células
linfoides innatas como los linfocitos “natural killer” (NK), los linfocitos NK-T y Tyd (Whiteside,
2001ay 2001b; Beetz y col., 2008) y proteinas sanguineas, incluidos miembros del sistema
de complemento y otros mediadores de la inflamacién. Los mecanismos principales de la
inmunidad innata son el reclutamiento de leucocitos fagocitarios para la destruccion del
patdégeno, proceso que forma parte de la inflamacion, el bloqueo de la replicacion de los
virus o la muerte de las células infectadas (Collado y col., 2008)

Las células que fagocitan y destruyen patégenos se han adaptado para funcionar mejor en
combinacién con el sistema inmune adaptativo. La respuesta inmunitaria adaptativa esta
mediada por los linfocitos T, B y sus productos (Beutler, 2004). Los linfocitos poseen
receptores de superficie como el receptor de linfocitos T (TCR) o anticuerpos (en linfocitos
B), los cuales reconocen antigenos con una alta especificidad y diversidad (Gearhart, 2004).
Dentro de la inmunidad adquirida hay dos tipos de respuestas inmunitarias, la humoral y

celular, en las cuales intervienen componentes diferentes del sistema inmunitario y que
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sirven para eliminar diferentes tipos de patdgenos. La inmunidad humoral es ejercida por
los anticuerpos producidos por los linfocitos B. Los anticuerpos reconocen los antigenos
microbianos, neutralizan la infeccién y los marcan para que los fagocitos los eliminen
(Vinuesa y col., 2005).

La inmunidad celular es ejercida por los linfocitos T, los cuales fomentan la destruccion de
los microorganismaos dentro de los fagocitos o de las células infectadas por microbios, como
virus y a los cuales los anticuerpos no son accesibles. La inmunidad adaptativa también se
caracteriza por la capacidad de reconocer de nuevo a un mismo antigeno. La memoria
inmunitaria se debe a que cada exposicion a un antigeno genera células de memoria de
vida larga especificas frente a un antigeno (Mueller y col., 2013).

Por dltimo, el sistema adaptativo tiene un mecanismo de tolerancia para que este no
reaccione a sustancias antigénicas propias y se conserva por diferentes mecanismos. Entre
ellos esta la eliminacién de linfocitos autorreactivos o la supresion de estas células por las

acciones de las células T reguladoras (Treg) (Bluestone, 2011).

1.1 Células presentadoras de antigeno

Las células presentadoras de antigeno (CPA) actian como un puente entre la respuesta
inmune innata y adaptativa (Banchereau y Steinman, 1998). Las CPA pueden mostrar el
complejo principal de histocompatibilidad (MHC) de clase | y Il en la membrana junto con
las sefales de co-estimulacion para activar células T especificas de antigeno, las cuales
juegan un papel importante en la respuesta adaptativa (Banchereau y Palucka, 2005). Los
linfocitos B, los macréfagos y las DCs son responsables de la induccién de la respuesta
inmune celular, por medio de la internalizacion de los antigenos para la presentacion a las
células T. De todas las CPA, las DC son las mas efectivas para inducir la inmunidad
(Banchereau y Steinman, 1998). Ademas, también son de rapida activacion en respuesta a

antigenos de origen viral o bacteriano.

Las DC se originan del precursor mieloide, que durante su desarrollo se mueven de la
sangre periférica a los tejidos. Estas DC que residen en los tejidos (células inmaduras iDCs)
tienen receptores especializados, como los receptores tipo Toll (TLR) que les permiten
reconocer y responder de forma eficiente a los patégenos a través de sus PAMPs (Sallusto
y col., 2000; De Vries y col., 2003). También tienen receptores de lectinas tipo C y para las

fracciones cristalizables (Fc) de los anticuerpos que les permiten la internalizacién vy
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procesamiento de antigenos. Cuando las iDCs se exponen a patégenos, antigenos o
sefales proinflamatorias, entran en un proceso de maduracion. Durante la maduracion las
DC aumentan los niveles de expresién de las moléculas del MHC y moléculas co-
estimuladoras, activan los mecanismos de procesamiento de antigenos y su migracion es
mayor, lo que les permite viajar a los nddulos linfaticos, donde interaccionan con células T
para iniciar la respuesta inmune adquirida (Gunzer y col., 2000; West y col., 2004; van
Helden y col., 2006).

Las CPA requieren de tres sefiales para la activacion de las células T. La primera sefal es
la union de complejos de péptido-MHC para proporcionar especificidad al TCR. Los
agonistas del TCR, como los complejos de péptido-MHC recombinante o los anticuerpos
dirigidos hacia el cluster de diferenciacion (CD)3, conducen a la ligacion del TCR, lo cual
provoca la activacion de la célula T. La segunda sefal es dada por moléculas co-
estimuladoras, que estan reguladas por la unién de CD80/CD86 en las CPA a CD28 en la
célula T; lo que conduce a la activacion de las células T (Fig. 1). Por ultimo, la tercera sefial
involucra citocinas producidas por las CPA o las células T, lo cual permite la diferenciacion

y expansion de estas (Pollizzi y Powell, 2014).
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= R S Diferenciacion de
Proliferacion de células T sin céiulas T cliotéxicas

adquisicion de funcién efectora

Figura 1. Interacciones entre las células T y las DCs y las tres sefiales que llevan a la activacion y expansion
de células T. Las células presentadoras de antigeno transmiten tres sefales a las células T virgenes para
promover la activacion, expansion clonal y la adquisicion de las funciones efectoras. La sefial 1 esta dada por
la activacion del TCR por medio del péptido unido al MHC. La segunda sefial es dada por moléculas co-
estimuladoras, como la CD80 y CD86; y la tercera sefial se da por los mediadores derivados de las CPA como
la interleucina (IL)-27, que juega un papel importante en la diferenciacion de linfocitos TCD8. Las CPA que so6lo
presentan la primera y segunda sefial promueven la proliferacion de las células T, pero no se diferencia en
células efectoras. Las tres sefiales necesitan venir de la misma CPA para poder inducir la diferenciacion de
células T efectoras (Teff). Los monocitos y macréfagos parecen adquirir las mismas propiedades de las DC para
promover la activaciéon de células T, expansion clonal y su diferenciacién a células efectoras (Jakubzick y cols
2017).
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Las lineas celulares RAW 264.7 y J774 son macréfagos derivados de tumores de la cepa
BALB/c de raton ampliamente utilizados para estudios in vitro (Ralph y Nakoinz, 1975;
Raschke y col., 1978). Aungque la presentacion de antigeno no sea tan eficiente en los
macrofagos, estos tienen similitudes significativas con las DC en la respuesta a patdbgenos
0 antigenos. Estas lineas celulares de macréfagos expresan moléculas co-estimuladoras y
del MHC de clase | y Il (Saxenay col., 2003; Lee y col., 2004). La linea celular RAW 264.7
aumenta de forma eficiente la expresion en superficie de los co-estimuladores CD80, CD86,
CD40 y el MCH de clase Il en respuesta a lipopolisacaricos (LPS) (Lee y col., 2004).
Ademas, con la estimulacion con interleucina (IL)-4 y el factor estimulante de colonias de
granulocitos y monocitos (GM-CSF) por 7 dias aumenta la expresion del CD11c, un
marcador especifico de superficie de DC en ratén (Van Helden y col., 2006). La linea celular
J774 presenta un comportamiento similar, excepto porque no expresa CD11c (O Farrell y
col., 1988; Zur Lage y col., 2003). Otra linea celular muy utilizada como CPA es la de células
dendriticas de raton D1 (célula dendritica inmadura), la cual es dependiente de factores de
crecimiento y derivada de células de bazo de la cepa de raton C57BL/6 (Winzler y col.,
1997). Incluso, sin la estimulacién de citocinas, estas son muy similar a las iDCs de ratén,
basandose en la expresion de marcadores especificos, asi como las moléculas co-
estimuladoras CD80, CD86, CD40 y CD11c y del MHC de clase | y Il. La linea celular D1
adquiere el fenotipo de maduracion hasta un estimulo inflamatorio (Winzler y col., 1997).

Tanto las lineas celulares RAW 264.7 y J774 capturan a los antigenos por medio de
fagocitosis y pinocitosis de manera muy eficiente, como lo hacen las iDCs en su proceso
de maduracion (Suram y col., 2006; Webster, 2002). Ademas, liberan citocinas como IL-6,
factor de necrosis tumoral (TNF)-a, IL-1 e IL-12 (Akahane y col., 1994; Briend y col., 1995;
Agelaki y col.,, 2002), en respuesta al LPS. La linea celular D1 también captura
eficientemente a los antigenos por fase fluida, asi como por medio de endocitosis mediada
por receptores (Sallusto y col., 1995). Al madurar estas producen IL-12p75 en respuesta al
TNF-a y estimulan de forma eficiente a las células T (Winzler y col.,, 1997). También
presentan antigenos por medio del MHC de clase |, un mecanismo llamado presentacion
cruzada que es esencial para la induccion de células T citotéxicas (Singh-Jasuja y col.,
2000).
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1.1-1 Macréfagos y subpoblaciones

Los monocitos son considerados los precursores de las células del sistema mononuclear
fagocitico, que incluye monocitos, macrofagos y DC. Sin embargo, la poblacion de DC

también se origina directamente del precursor de DC (Collin y col., 2013).

Los monocitos que tienen la capacidad de presentar antigeno se les clasifica como DC
derivados de monocitos (monocitos LY6C+). Estos son tan abundantes como las DC en los
nodulos linfaticos de drenaje, tanto en ratdbn como en humanos (Jakubzick y col., 2013;
Desch y col., 2016) y al ser estimulados, no solo se caracterizan por la expresion de
moléculas del MHC de clase Il y de CD11c, si no, por sus capacidades similares a las DC
(Jakubzick y col., 2017). Se ha demostrado que los monocitos LY6C+ se convierten en las
CPA dominantes en los nodulos linfaticos por induccion de la inmunidad mediada por el
perfil Thl durante la infeccién de virus por influenza (Kim y Braciale, 2009). Kim y Braciale
(2009) muestran que los monocitos que presentaron el antigeno viral promovieron la
proliferacion de células T CD4+ especificas del antigeno. Nakano y colaboradores (2009)
demostraron que los monocitos LY6C+ indujeron una respuesta mayor a la respuesta Thl
contra un antigeno viral, comparado con las CDs CD8+, ademas de aumentar la produccion
de IL-12p70. En otro estudio, con un modelo de inflamacion inducido por el adyuvante Imject
(mezcla de hidréxido de aluminio e hidroxido de magnesio), se observé un gran
reclutamiento de monocitos, migraciéon de monocitos a los nédulos linfaticos y presentacion
de antigeno a células T CD4+ (Langlet y col., 2012). Estos, como otros estudios (Leon y
col., 2007; Flores-Langarica y col., 2011), han demostrado que los monocitos LY6C+
pueden procesar antigenos, migrar a los nédulos linfaticos y promover directamente al perfil
Thl (Jakubzick y col., 2017). Los monocitos LY6C+ también se han asociado con la
maduracién y produccion de anticuerpos por los linfocitos B. Se demostré que monocitos
estimulados con TLR9 de forma directa, realizaban la presentacién de antigeno e inducian
la diferenciacion de linfocitos T cooperadores foliculares (Tfh) por medio de la produccion
de IL-6 (Fillatreau, 2014; Chakarov y Fazilleau, 2014). Otro estudio sugiri6 que en ausencia
de DCs, los monocitos LY6C+ junto con los linfocitos B indujeron al desarrollo de las células
Tth a altas dosis de antigeno (Dahlgren y col., 2015). Esto se atribuye parcialmente a la
localizacion anatomica de los monocitos en los nédulos linfaticos (regiones interfolicular y

paracortical) (Jakubzick y col., 2017).
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Los monocitos, tras ser reclutados desde la médula ésea a la circulacion, migran a varios
tejidos en el cuerpo y subsecuentemente se diferencian en macréfagos con sus propias
caracteristicas fenotipicas y funcionales de forma dependiente al tejido. Segun el tipo de
tejido en el que se encuentren, adoptan diferentes nombres, como los macréfagos
alveolares en pulmén, microglia en el sistema nerviosos central, y células de Kupffer en el
higado (Chavez y col., 2015).

En el 2000, Mills y colaboradores propusieron la terminologia de M1y M2 para las diferentes
expresiones genéticas que tenian dos subpoblaciones de macréfagos. Utilizaron linfocitos
T de dos lineas de ratones, uno que produce principalmente interferon (IFN)-y, lo cual activa
a los macrofagos para generar 6xido nitrico (NO) a partir de la arginina y, por otro lado,
ratones con linfocitos T que producen IL-4 y el factor transformante del crecimiento (TGF)-
B1, y generando ornitina de arginina por la accion de la arginasa. Finalmente demostraron
gue, en cada linea de raton, sus macréfagos expresaban diferentes rutas metabdlicas y su

respuesta influenciaba a las reacciones inflamatorias de manera opuesta.

Los macréfagos M1 producen citocinas pro-inflamatorias, median la resistencia a patégenos,
y producen moléculas antimicrobianas, todo esto también promoviendo a la destruccién
tisular (Chavez y col., 2015). La activacion clasica de los macrofagos se da por medio de
IFN-y secretado principalmente por linfocitos Thl, células T citotoxicas y células NK
(Springall, y col., 2013), por LPS (Schaale y col., 2013) y por el GM-CSF que estimulan la
produccion de citocinas inflamatorias (Billiau y Matthys, 2009). Secretan citocinas como la
IL-1B, TNF-q, IL-12 e IL-18, y ademas fenotipicamente expresan grandes niveles del MHC-
I, del marcador CD68 y de las moléculas de co-estimulacién CD80 y CD86 (Okamoto y col.,
2004). Recientemente se ha demostrado que también aumentan la expresion de proteinas
intracelulares llamadas supresor de sefalizacion de citocinas 3 (SOCS3) (Arnold y cols.
2014). Ademas, activan al 6xido nitrico sintasa inducible (NOS2 o iNOS) generando NO
(Zeidler y col., 2004) (Fig. 2).

No se tiene muy clara la ruta por la cual los macréfagos se diferencian, pero se tiene
informacion de algunas moléculas que estan involucradas en este proceso, como la familia
de factores regulatorios del interferon (IRF), transductores de sefales y activadores de la
transcripcién (STAT), ademas de SOCS (Chavez y col., 2015). El LPS puede estimular la
generacion de macréfagos M1 por medio de la interaccion con el receptor TLR4, induciendo

la fosforilacion de STAT1a y STAT1 B. Esta ruta es independiente del factor de
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diferenciacion mieloide de respuesta primaria (MyD) 88 pero es Toll/IL-1R (TIR)

dependiente (Toshchakov y col., 2002).

Los macréfagos M2 se activan por una via diferente a la clasica. El estimulo de moléculas
como el factor estimulante de colonias (CSF)-1, IL-4, IL-10, TGF-B y IL-13, ademas hongos
e infecciones por helmintos favorecen el crecimiento de la poblacion de los macréfagos M2.
Esto provoca la liberacién de altas concentraciones de IL-10 y pocas de IL-12 (Martinez y
col., 2008; Jenkins y col., 2013) (Fig. 2).

Se han encontrado diferentes receptores de expresién que podria ser utilizados para la
diferenciacion de las poblaciones M1y M2 como el CD206 y CD163, pero se ha demostrado
gue no hay diferencias con las poblaciones de M1, a menos que haya cierto tipo de
estimulos (Barros y col., 2013; Jaguin y col., 2013). Hasta ahora se sabe que el gen de
respuesta al complemento (RGC-32) es relevante en la diferenciacion a la poblacion M2
bajo el estimulo de M-CSF o IL-4 (Zhao y col., 2014), también, existe sobreexpresion de
genes como arginasa 1 (Argl), MMR (Mrcl) y la molécula a tipo resistina (FIZZ1) en el perfil
genético de los macrofagos M2 (Raes y col., 2002). Se ha demostrado que la subunidad
p50 del factor nuclear (NF)-kB, en la forma de homodimero, tiene una actividad de
regulacion esencial para la polarizacion a M2, tanto in vivo como in vitro (Porta y col., 2009).
Ademas, parece que IL-21 puede afectar la polarizacion hacia M2 al inhibir la fosforilacién
de la proteina cinasa regulada por sefial extracelular (ERK) y reduciendo iNOS, lo que lleva
al incremento de STAT-3 (Li y col., 2013).

Otra subpoblacion de macréfagos es la CD169+, la cual se aisl6 de higado, bazo, médula
Osea y nodulos linfaticos y tienen la habilidad de unirse a los eritrocitos (Crocker y Gordon,
1986). En un ensayo de infeccion por el virus Ankara recombinante (MVA) expresando en
gen de la proteina verde fluorescente o GFP bajo en control del promotor P7.5, se observo
gue los macrofagos CD169+ del seno subcapsular de los ganglios linfaticos eran los
principales productores de IFN tipo 1 y parecen ser esenciales para el reclutamiento de

células NK (Lehmann y col., 2016).

Se creia que el TCR era exclusivo de las células T, pero se ha reportado que poblaciones
de neutrdfilos, eosindfilos y una subpoblacion de macréfago la expresa (Puellmann y col.,
2006; Legrand y col., 2009; Kaminski y cols 2013). El TCR es una molécula necesaria para
el reconocimiento del antigeno con una amplia especificidad, formando un complejo con el

CD3 (Puellmann y col., 2006). Los macrofagos TCR+ tienen la habilidad de liberar al ligando
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de quimioquinas (CCL)-2 (0 MCP-1) y poseen una gran capacidad de fagocitosis (Beham y
col,, 2011).

Por ultimo, existe una poblacion de macrofagos, llamados macréfagos asociados a tumores
(TAMs) (Mantovani y Allavena, 2015), los cuales se infiltran en los tumores y han sido
estudiados para entender los mecanismos de inflamacién en el cancer (Mantovani y col.,
1992; Sica y Mantovani, 2012; De palma y Lewis, 2013). En tumores primarios y sitios con
metéstasis, los TAMs participan en interacciones bidireccionales complejas con células
tumorales, células madre cancerosas, fibroblastos, células madre mesentéricas, células

endoteliales, linfocitos T, B y células NK (Mantovani y Allavena, 2015).

Y CD200R ' CD163 I MGL1,2 cD81 * IL-4R
Inhibicion de
CD206 CD169 TCR/CD3 VCAM1 la ruta

Figura 2. Moléculas asociadas con las subpoblaciones de los macréfagos. Moléculas en color negro indican las

moléculas usualmente descritas, y las blancas son especificadas en circunstancias especificas y pueden

presentarse en diferentes concentraciones (Chavez y col., 2015).
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1.2 Virus Sincitial Respiratorio

El virus sincitial respiratorio (RSV) fue aislado en 1956 como el agente coryza de chimpancé
(CCA) durante un brote de enfermedad respiratoria en una colonia de chimpancés (Morris
y col., 1956). El RSV pertenece a la familia Paramyxoviridae, subfamilia Pneumovirinae,

género Orthopneumovirus (Rimay col., 2017).
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Figura 3. Esquema del Virus Sincitial Respiratorio (Modificado de Avila y Castellanos, 2013). Creada con

BioRender.com

Es un virus con envoltura lipidica (Kalica y col., 1973). Su informacion genética es RNA no
segmentado de cadena sencilla con polaridad negativa (Collins y col., 1987). La
nucleocépside tiene un tamafio de 150 a 300 nm de diametro y tiene glicoproteinas
ancladas en la membrana. Su genoma esta compuesto por 15,222 nucleétidos (Mink y col.,
1991).
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El genoma codifica para 11 proteinas: no estructurales (NS1, NS2), nucleocapside (N),
fosfoproteina (P), proteina de matriz (M1, M2), proteina hidrofébica pequefa (SH),
glicoproteinas de fijacion superficial (G), glicoproteinas de fusién superficial (F) y RNA

polimerasa dependiente de RNA (L) como se muestra en la figura 4.

NN T M eH e e [ (=

Figura 4. Mapa del RNA genémico viral. Los genes involucrados en la sintesis de RNA estan en azul, las
proteinas de superficie en verde, la proteina de matriz en magenta, y las dos proteinas no estructurales en
morado. La longitud se encuentra aproximadamente en escala, mostrando el genoma en sentido negativo de
3’- 5. En el gen M2 se muestran los dos marcos de lectura abierto que se superponen para la generacion de
los dos mRNA de M2 y la regién no traducida (UTR) del gen L. (Modificado de Collins y col., 1986) Creada con
BioRender.com

La membrana lipidica que posee el virus proviene de la membrana plasmatica de las células
del hospedero durante el proceso de gemacion (Kalica y col.,, 1973) y contiene 3
glicoproteinas transmembranales de superficie (Marty y col., 2004) (Fig. 3). La proteina G,
la cual interviene en la union del virus al receptor de la célula (Levine y col., 1987) y la
proteina F, la cual produce la fusién del virdn y la membrana celular hospedera, y participa
en la formacion de sincitios, que es el primer efecto citopatolégico caracteristico del virus
que fue observado (Walsh y Hruska, 1983). Existe una tercera proteina de superficie SH, la
cual su funcién no es conocida. Esta altamente expresada en células infectadas pero su

expresion en la membrana viral es muy poca (Olmsted y Collins, 1989) (Fig. 5).

La proteina de matriz del viron M no contiene glicosilaciones y se localizan bajo la
membrana plasméatica (Marty y col., 2004) por lo que interactia con la nucleocépside
(Ghildyal y col., 2002) y esta asociada con las glicoproteinas de la envoltura sugiriendo
estar involucrada en la morfogénesis del viron y su ensamblaje (Henderson y col., 2002).
La nucleocapside estad conformada por las proteinas N, P y L (Fig. 5), las cuales estan
asociadas con el RNA gendmico. La proteina N se une fuertemente al genoma para formar
una nucleocapside helicoidal (Tawar y col., 2009). Las proteinas NS1 y NS2 no se han
detectado en los virones, pero se han encontrado en las células infectadas y participan en

la replicacion del virus (Huang y col., 1985; Evans y col., 1996). La proteina P es un co-
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factor esencial de la polimerasa, ademas actlia como un adaptador que se une a N, M2-1
y L para mediar la interaccion en el complejo de la polimerasa con la nucleocapside
(Castagne y col., 2004). La proteina L tiene en su secuencia un dominio de polimerizacién
(Fixy col., 2011), un sitio de unién a nucleétidos putativo que esté involucrado en el “capping”
o tapado de los mMRNAs (metilacion o guanilacion) (Liuzzi y col., 2005), asi como cambios
en su secuencia que afectan la eficiencia de reconocimiento de sefiales de terminacion del
gen (Cartee y col., 2003). La proteina M2-1 o factor de procesividad de la transcripcién
forma homotetrameros fosforilados y no fosforilados que se une al RNA o mRNAs de RSV
e interactda con la proteina P para la sintesis de RNA y también con la proteina M para
mediar su transporte a cuerpos de inclusion e interactuar con la nucleocapside (Trany col.,
2009; Cartee y Wertz, 2001; Blondot y col., 2012). La proteina M2-2 es poco expresada en
las células infectadas. Se sugiere tiene participacion en la regulacién de la sintesis de RNA,
ya que esta proteina eleva su expresion junto con el curso de la infecciéon (Berminghan y
Collins, 1999; Cheng y col., 2005). También se ha observado su participacion en la
eficiencia de empaquetamiento (Teng y Collins, 1998). Las proteinas NS1y NS2 no forman
parte de la estructura del virus. Estas proteinas interfieren con la respuesta inmune innata
incluyendo la sefializacién e induccion del IFN (Spann y col., 2005; Swedan y col., 2011).
Ademas, inhiben la apoptosis, prologando la vida de la célula infectada (Bitko y col., 2007).
También se han visto involucradas en el control negativo de la sintesis de RNA viral,

evadiendo la activacion del sistema inmune (Atreya y col., 1998).
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Figura 5. Proteinas del RSV: funciones y localizacién en el viron. Se muestran en referencia a las micrografias
electrénicas de la gemacion del viron tefiido negativamente y virdn libre. La envoltura lipidica del virus contiene
tres glicoproteinas transmembranales virales de superficie: la glicoproteina G, la proteina de fusion F y la
pequeia proteina hidrofébica SH. La proteina no glicosilada M esta presente en la parte interna de la envoltura.
Tiene cuatro proteinas en la nucleocépside: la nucleoproteina N, la fosfoproteina P, el factor de procesividad de
la transcripcion M2-1 y la subunidad de polimerasa larga L. Las proteinas NS1 y NS2 forman parte del
mecanismo de evasion del sistema inmune innato, inhibiendo la produccion de IFN y retrasando la accion de
las caspasas. La proteina M2-2 regula los sistemas de replicacion (Collins y col., 2013).

La proteina F es sintetizada como un precursor inactivo de 574 aminoacidos que luego es
escindido por proteasas celulares, como furina, durante el transporte a la superficie celular
para producir dos polipéptidos unidos por puentes disulfuro, F2 surge de la region N-
terminal y F1 de la C-terminal (Collins y Mottet, 1991). El polipéptido de la proteina F
contiene tres secuencias hidrofébicas, la primera es un péptido sefial, localizado en la
region N-terminal de la cadena F2, la segunda es el péptido de fusion en la N-terminal de
la cadena F1, y la tercera es la region transmembranal, localizada cerca de la C-terminal
de F1 (Chambers y col.,, 1992). También posee dos secuencias llamadas secuencias
heptadas repetidas Ay B o HRA y HRB (secuencias de repeticiones en tandem de una
secuencia de aminodacidos), las cuales se cree que son estructuras que forman espirales

(Chambers y col., 1992) y forman complejos triméricos en solucion (Matthews, y col., 2000)
(Fig. 6).
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Figura 6. Diagrama de la estructura primaria de la proteina F. (*) Denota los residuos de cisteina, (A ) sitios

potenciales de glicosilacién, (m) regiones hidrofébicas, (&) las regiones de secuencias heptadas repetidas HRB

y HRA y (1) los sitios de escision por proteasas como-furina. Se encuentra amplificado la secuencia de

aminoacidos parcial de la proteina F donde se indican los motivos de la secuencia de furina (morado) y los sitios
de escision 1y Il (Gonzalez, y col., 2001).

El RSV se clasifica en dos subgrupos o subtipos: A y B, que difieren en la secuencia de
aminodcidos de las glicoproteinas de superficie, principalmente en la proteina G (Anderson
y col., 1985). La proteina G puede variar hasta en un 44% entre estos dos subgrupos
(Johnson y col. 1987). Ademas, se ha observado una diferencia del 20% en la secuencia
de aminoéacidos entre los mismos subgrupos A o B (Anderson y col., 1991; Cane y col.,

1991). Esto le da al virus la capacidad de establecer reinfecciones en un mismo hospedero.

Para el mantenimiento del virus se han utilizado los cultivos celulares como la linea celular
del carcinoma epidermoide humano (HEp-2), células primarias de rifion de mono o
fibroblastos humanos (Eiros y col., 2009). También en otros cultivos celulares como células
de cancer cérvico uterino (HelLa) y carcinoma de pulmon (A549) (Krzyzaniak y col., 2013).
El efecto citopético se espera dentro de los 3 a 7 dias de la infeccion, esta permite identificar
la replicacion viral en la monocapa de las células, en las que se observan células
degeneradas y redondeadas y de gran tamafio, que poseen mas de un nucleo (Navarro y
col., 1999).
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1.2-1 Infeccion por RSV y caracteristicas clinicas

El RSV es la causa mas comun de infecciones del tracto respiratorio bajo (ITRB) en
personas de todas las edades. En Estados Unidos de América (E.U.A), se han reportado
hasta 172 mil hospitalizaciones pediatricas entre nifios menores a cinco afios y va en
aumento (Shay y col., 1999). A nivel mundial, se estima que el RSV causa cerca de 34
millones de episodios de ITRB en nifios menores de 5 afios, lo que resulta en
aproximadamente 3,4 millones de hospitalizaciones por afio (Nair y col., 2010). En los
centros de control de enfermedades en E.U.A. se han reportado un promedio de 2,700
muertes al afio por neumonia causada por el RSV (Thompson y col., 2003). A nivel mundial,
se estima que el RSV causa el 2.3% de las muertes en recién nacidos de 0 a 27 dias de
edad, el 6.7% de nifios entre 28 dias a 1 afio y 1.6% entre las edades de 1 a 4 afios (Lozano
y col.,, 2012). Se ha estimado que el RSV ha causado mas muertes que cualquier otro
agente infeccioso entre los primeros 28 dias de vida al primer afio, con excepcion de la
malaria (Lozano y col., 2012). En México, a pesar de presentar una mortalidad anual de 7.2
por cada 100,000 nifios de 1 a 4 afios y 109 por cada 100,000 en nifios menores a 1 afio
por ITRBs, asi como una incidencia de 36,627 por cada 100,000 en el 2006, la etiologia del
RSV no ha sido actualizada en los ultimos afos. Wong-Cheng y colaboradores (2010)
realizaron un estudio poblacional entre enero del 2004 a octubre de 2006 con pacientes
hospitalizados o que acudieron a consulta en Hospital Infantil de México, encontrando una
frecuencia del RSV del 80%.

La persistencia de la infeccién de RSV puede presentarse por sus diferentes mecanismos
de infeccion, ya que se ha visto la gran variedad de tipos celulares que puede infectar. Se
ha observado la persistencia de la infeccion del RSV humano en pulmones de cobayo
(Bramley y col., 1999; Dakhama y col., 1997), en lineas celulares de macréofagos, en
modelos murinos (Guerrero-Plata y col., 2001), y cultivo de macr6fagos humanos
(Guerrero-Plata y col., 2004). Ademas, se ha demostrado la latencia (RNA genémico) de
RSV y su persistencia (RNA mensajero) en ratén BALB/c, independientemente de la
presencia de linfocitos T citotoxicos (LCT) RSV-especificos, e IgG RSV-especifica
(Schwarze y col., 2004).

El periodo de incubacién del RSV es de 2 a 8 dias, presentando un periodo méas corto en la
infeccién primaria en nifios (Piedimonte y Perez, 2014). La infeccidon se adquiere por la

mucosa nasofaringea, donde ocurre la replicacion. La enfermedad se limita al tracto
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respiratorio superior en 50-60% de los casos de la infeccion inicial. En el resto de los casos,
el RSV se propaga en el tracto respiratorio inferior por aspiracion de células que contienen
RSV, asi como la diseminacion célula-célula (Corzo y Valdés, 2013). EI RSV humano infecta
al epitelio respiratorio por interaccion con los dominios de unién a heparina en las
glicoproteinas G con glicosaminoglicanos (GAGs) en la superficie celular (Martinez y Melero,
2000; Teng y col., 2001). Las glicoproteinas G y F son capaces de unirse a GAGs, siendo
la proteina G la que interactla con mas relevancia por medio de estos dominios de heparina
(Feldman vy col., 1999).

Una vez ubicado en las células epiteliales ciliadas de los bronquiolos, la replicacion viral
lleva a una inflamacién local por infiltracién celular, lo que resulta en edema, produccion
elevada de moco, deterioro de la depuracién y obstruccién ciliar. Todo esto provoca la
resistencia en las vias aéreas y obstruccion parcial, y subsecuentemente el epitelio sufre
de necrosis, y algunas veces el epitelio prolifera hacia el lumen causando su oclusién
acompafiada con el taponamiento de moco, lo que se representa como las caracteristicas
clinicas de la bronquiolitis. El proceso de recuperacion comienza 3 a 4 dias con la
regeneracion de las células epiteliales, mientras que la recuperacion de las células ciliadas
toma hasta 14 dias (Noor y Krilov, 2018).

1.2-2 Respuesta del hospedero a la infeccion

La interaccion del RSV con el epitelio de las vias respiratorias genera sefializacion celular,
gue a su vez resulta en la activacion de mecanismos antivirales: citocinas, quimiocinas e
induccion de elementos intrinsecos que regulan la supervivencia celular (proteina Bcl-2 y

caspasas) (Tripp, 2004).

27



Inmunidad Innata Inmunidad adquirida

r'y
citocinas
antivirales  Células NK Virus  Linfocitos T Anticuerpos
ﬂ - -~ - ——
e N T .
., \ .
K s \ ~
\ T —
A Y
~
~
~— -

0 3 5 T — 75—

Dias post-infeccién

Figura 7. Mecanismos de defensa del hospedero contra la infeccién de RSV. Estos mecanismos requieren del
sistema inmune innato y adaptativo. Las quimiocinas expresadas por la infeccion por RSV reclutan células
inmunes a los sitios de infeccion. Las células NK responden de manera rapida a estas sefiales y secretan
citocinas contra el virus que controlan la infeccion, y ademas activan células del sistema inmune adaptativo. Los
linfocitos T que son reclutados en el sitio de infeccion se activan, proliferan y diferencian en células de efectoras
y de memoria, las cuales desarrollan las respuestas citotoxica y humoral (Tripp, 2003). Las células citotéxicas
reconocen a las células infectadas con el virus y controlan la infeccion mediando su muerte celular. Las células
Teff tienen una vida media corta, sin embargo, un pequefio grupo de células T de memoria es mantenido. La
respuesta humoral, mediada por las células B es importante en la resistencia a la reinfeccion, y como las células
T de memoria es de larga duracién (Tripp, 2004).

Respuesta inmune innata al RSV. La primera barrera de proteccién se da por la secrecion
de componentes como las colectinas (lectinas tipo C que contienen colageno), lactoferrina
y proteinas secretoras de las células exocrinas bronquiales en el tracto respiratorio que
inhiben la unién del RSV por medio de sus glicoproteinas (Griese, 2002; Sano y col., 2003;
Wang y col., 2003). Otros mecanismos inmunes innatos son activados por medio de los
PRRs (Armant y Fenton, 2002), los cuales tienen una amplia especificidad por PAMPs que

no se encuentran en el hospedero (Underhill y Ozinsky, 2002).

La familia de proteinas de colectina incluyen a las proteina surfactante-A (SP-A) y SP-D
gue fungen como PRRs circulantes (no unidos a células) que reconocen restos de

carbohidratos, inducen opsonizacion de particulas viricas e interactian con células
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fagociticas (Lu y col., 2002; Shepherd, 2002). En particular, la SP-A se une a la subunidad
F2 de la glicoproteina F, la cual esta altamente glicosilada y neutraliza la infeccion de RSV
de forma calcio dependiente (Ghildyal y col.,, 1999). Los TLRs se especializan en el
reconocimiento de algunos PAMPs. Se ha observado que la glicoproteina F estimula a la
inmunidad innata por medio de la activacion de CD14 y TLR4 (Kurt-Jones y col., 2000), asi
como se ha demostrado que ratones con deficiencia de TLR4 que han sido retados con
RSV presentaron alteracion del trafico celular de células NK y CD14* en el pulmén, asi
como deficiencia funcional de células NK, alteracién de la expresiéon de IL-12 y baja
depuracion del virus. En nifios con bronquiolitis asociada a RSV hay un incremento de la
expresion de TLR4 en los monocitos de sangre periférica (Haynes y col., 2001). La infeccion
parecer ser inicialmente TLR4-dependiente y la replicacion del RSV TLR4-independiente
(Haeberle y col., 2002).

Se han observado patrones de citocinas cuando esta presente la infeccion del RSV, como
el aumento del perfil Thl (IL-2 y IFN-y) y Th2 (IL-4 y IL-6) y del mRNA de quimiocinas de la
familia CC (o B, de cisteinas adyascentes), como la proteina inflamatoria de los macréfagos
(MIP)-1a, MIP-1p, quimiocina de regulacion por activacion expresada y secretada por los
linfocitos (RANTES), en lavados nasales y aspirados de la traquea. MIP-1ay RANTES son
guimiocinas que se han correlacionado con la bronquiolitis severa causada por RSV (Hull y
col., 2003).

Los motivos CX3C presentes en las glicoproteinas G tienen un papel importante en
provocar la respuesta inmune del hospedero al producir niveles bajos de IFN-y y IFN-A
comparado con IFN-a. Esto siguiere que CX3C obstaculiza la ruta del IFN. Ademas, el
motivo CX3C tiene una composicion molecular similar a CX3CL1 o fractalquina, lo que
facilita la unién con el receptor de fractalquina CX3CRL1 en células epiteliales de la via aérea

humana, el principal sitio de infeccion en humanos (Chirkova y col., 2015).

Las células de la respuesta inmune innata que responden a citocinas y quimiocinas son los
macro6fagos, eosindfilos, basofilos, neutréfilos y células NK. Estas células son reclutadas
para el control de la infeccion, pero al existir una respuesta exacerbada provocan

inflamacion y contribuyen a la patogénesis de la enfermedad.

La infeccion por RSV provoca una respuesta sistémica de atraccion de neutrdfilos,
especialmente en el tracto respiratorio (Smith y col., 2001; O'Donnell y col., 2002). Los

neutréfilos son el tipo celular mas predominante en el fluido bronquioalveolar (BAL) de los
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pulmones de nifios con bronquiolitis severa por RSV y de aquellos que tienen una infeccién
moderada (Everard y col., 1994). Durante la infeccién severa, el virus interactda directo con
los neutrofilos. Las células de la sangre periférica y del BAL expresan proteinas del RSV
como laF, Gy N (Halfhide y col., 2011). El RNA y mRNA del RSV también estan presentes
de forma intracelular, esto por la fagocitosis del virus o replicacién de este en los neutrdfilos
(Yui y col., 2003). Las células NK que circulan durante la infeccién tienen una expresién
mayor del miembro de la subfamilia B del receptor tipo inmunoglobulina leucocitaria
inhibitoria (LILRB1), sugiriendo que contribuyen con la regulacién de la inflamacién durante
la infeccion (Noyola y col., 2015). También se ha reportado la acumulacion de células NK
gque expresan granzima B en el tracto respiratorio de nifios por bronquiolitis severa por RSV
(Kerrin y col., 2016) (Fig. 7).

Respuesta inmune adaptativa al RSV. La inmunidad adaptativa es mediada por los linfocitos
B y los linfocitos T, las cuales dan especificidad antigénica, diversidad del reconocimiento

al antigeno y memoria a la respuesta inmune.

Las DCs son movilizadas de la circulacién a la mucosa durante la infeccion temprana, y el
conteo de estas células se aumenta durante la infeccion (Gill y col., 2008). La proteina F se
asocia a moléculas del MHC de clase Il de las DC en la mucosa nasal, y la migracion
selectiva de estas células las hace de crucial importancia como CPA durante la infeccién
por RSV (Gill y col., 2005). Se han encontrado DC en las vias respiratorias bajas de nifios
en bronquiolitis severa por RSV, donde estas exhiben un fenotipo proinflamatorio activado
(Kerrin y col., 2016). Las DC circulantes expresan al marcador CD83 y la molécula co-
estimuladora CD40. La presencia y concentracion de citocinas proinflamatorias como IL-6,
TNF-a e IL-8; asi como citocinas liberadas por células T como el IFN-y, IL-13, IL-10 y IL-2

en BAL, se correlaciona con la cantidad de DC (Russell y col., 2017).

Los macréfagos alveolares que se han obtenido del BAL de nifios infectados co-expresan
glicoproteinas de la superficie del RSV, moléculas del MHC de clase Il, IL-18 y TNF-a
citoplasmatico, sugiriendo una regulaciéon inmune local y un rol en la presentacién de
antigeno (Panuskay col., 1992; Midullay col., 1993). Los monocitos CD69+ estan presentes
en tejido de pulmén en casos criticos de infeccion por RSV (Johnson y col., 2007). En
circulacion, los monocitos exhiben disminucion de la expresion del TLR8 y produccién de
TNF-a durante la infeccién aguda por RSV, lo que lleva consecuentemente a la
convalecencia (Bendelja y col., 2010). En contraste, los monocitos circulantes incrementan

su expresion del TLR4 en la infeccién (Bendelja y col., 2010) (Fig. 7).
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La primera respuesta humoral es en las vias respiratorias superiores por medio de la
secrecién de IgA, pero la respuesta humoral mas durable esta asociada a IgM (Welliver y
col., 1980; Crowe y col., 2001b). Aungue se ha observado en estudios clinicos que los
anticuerpos anti-RSV presentes en suero y mucosa protegen contra la infeccion o
reinfeccion del RSV (Crowe, 2001a), estos también pueden contribuir a la patogénesis de
la enfermedad. Los anticuerpos que pueden reaccionar con el RSV pueden mediar la
progresion de la infeccion en células que expresan el receptor Fc, como los macréfagos y
células B, esto por medio de los anticuerpos no neutralizantes o sub-neutralizante, los
cuales aumentan la enfermedad al hacer complejos con el virus facilitando la unién del virus
con la membrana celular por medio de los receptores Fc (Krilov y col., 1989; Valarcher y
col., 2001). La formacion de complejos de anticuerpos sub-neuralizantes con el virus y la
infeccién de monocitos/macrofagos ya habia sido descrito como un mecanismo patolégico
durante la segunda infeccién del virus del dengue, resultando en una infeccidon severa
(Porterfield, 1982). Durante los primeros estudios del aumento de enfermedad por
anticuerpos se observo que el aumento de la produccién de virus se aproximaba hasta 100-
1000 veces mas, dado por la unién de los complejos inmunes a los receptores FcyRI y
FcyRlla, lo que produce un mayor numero de células infectadas en presencia de
anticuerpos, en comparacion con la ausencia de éstos (Halstead, 1982; Halstead y col.,
1977; Halstead y O"Rourke, 1977).

Ubol y Halstead (2010) clasifican a las infecciones aumentadas por anticuerpos en 3
diferentes escenarios, las cuales requieren un evento inmunolégico inicial o sensibilizacién:
(1) infecciones primarias con virus heterotipicos de origen natural de los mismos géneros,
(2) infecciones de virus que crean diversidad antigénica por la rapida evolucion de las
variantes biolégicas o antigénicas durante el curso de una infeccién crénica, e (3)
inmunizaciones que resultan en inmunidad protectora incompleta. En el caso del RSV, la
produccion de anticuerpos no neutralizantes o sub-neutralizantes se asocia con una pobre
activacion del TLR (Delgado y col., 2009). Se postuld inicialmente que el virus inactivado
por formaldehido utilizado en las vacunas reducia la capacidad de proteccion de los
anticuerpos por el incremento de grupos carbonilo reactivos que favorecian las respuestas
Th2 (Moghaddam y col., 2006). En ratones se demostrd que la formalina utilizada en la
vacuna para inactivar al virus genera anticuerpos de baja avidez causado por una
maduracioén sub-6ptima de las DCs, produccion reducida de los factores de activacion CD40,
CD80y CD86 y la disminucion de la formacion del centro germinal en los ganglios linfaticos

(Delgado y col., 2009). Por lo tanto, si la activacion del TLR es pobre por las vacunas contra
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el RSV inactivado, no hay maduracién y se producen anticuerpos no neutralizantes (Ubol y
Halstead, 2010).

Los LCT se pueden encontrar en sangre periférica de nifios con RSV agudo (Chiba y col.,
1989). Para observar la participacion de CD8" y CD4" se han hecho estudios en raton
BALB/c, en los cuales los dos tipos celulares detuvieron la replicacion del RSV (Graham y
col., 2000; Graham y col., 2002) y al parecer las proteinas M2, F y N son los blancos de
estos LCT (Nicholas y col., 1990; Openshaw, 1995). En estudios murinos similares se ha
observado que la infeccién del RSV induce una mezcla de citocinas de los perfiles Th1/Th2,
con una limitada patogénesis de la enfermedad, ademas que el IFN-y en estados tempranos
de la enfermedad es importante para controlar el balance de citocinas Th1/Th2 (Openshaw,
2002; Spender y col., 1998). La ausencia de IFN-y provoca la dominancia de la respuesta

Th2, incrementando la severidad de la enfermedad (Hussell y col., 1997).

1.2-3 Profilaxis en la infeccion por el RSV

En las patogénesis por la infeccidon de un virus respiratorio se adquiere resistencia en la
reinfeccion del mismo virus por la proteccion cruzada contra epitopos antigénicos
conservados entre cepas como en el caso del virus de la influenza (Vemula y col., 2017) y
el rinovirus (Barclay y col. 1989). Por el contrario, con la infeccién del RSV, hay repetidas
infecciones con una cepa diferente o la misma (Peret y col., 2000), ademas de que la
infeccidén persiste o presenta latencia en el huésped (Guerrero-Plata y col., 2004). Este
patrén de reinfeccion por el RSV y su persistencia se observo a finales de 1960 con las
pruebas de la vacuna del RSV inactivada con formalina (FI-RSV), donde al principio se
observé un aumento de la enfermedad pulmonar tras la infeccion natural con RSV (Kapikian
y col., 1969a). A la vacuna se le atribuy6 pobre proteccién, desarrollo de complejos y una
respuesta inmune desbalanceada (Polack y col., 2002). Al examinar el suero de pacientes
vacunados con FI-RSV se observaron altos titulos de anticuerpos de la glicoproteina F con
poca actividad neutralizante (Murphy y col., 1986). Una de las teorias es la alteracion de la
proteina F, ya que la conformacion pre-F no se encuentra en la superficie del RSV
inactivado, generando una respuesta inmune inapropiada para una infeccion natural del
RSV posterior (Killikelly y col., 2016).
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Investigaciones posteriores demostraron que la vacuna inactivada no produjo anticuerpos
neutralizantes y fall6 en activar a los linfocitos T CD8", por lo tanto, cuando se dio la
infeccién natural, esta persistid e indujo una respuesta exacerbada de células CD4+ y

citocinas en el tracto respiratorio inferior, aumentando la enfermedad (Chin y col., 1969).

La proteina de superficie membranal F se encuentra en dos estados: en el de pre-fusion
(pre-F) metaestable y en el estado de post-fusion (post-F). EI mondémero de la proteina F
es sintetizado como un precursor inactivado (FO) que necesita ser escindido en dos sitios
polibasicos (sitio | y Il) para convertirse en una proteina de fusion funcional (Gonzalez y col.,
2001). La proteina F se mantiene estable en su conformacion pre-F (Lamb, 1993), y cuando
la fusién ocurre adquiere una conformacion altamente estable de post-F conformada por 6
hélices con 2 secuencias repetidas (HRA y HRB) en cada mondémero (Lamb y Jardetzy,
2007). El anticuerpo Palivizumab, un anticuerpo monoclonal humanizado que esta dirigido
contra la glicoproteina F del RSV humano (hRSV) (Magro y col. 2012) y casi todos los
anticuerpos monoclonales (MAbs) anti-F descritos pueden reconocer la conformacion post-
F de la proteina F. Sin embargo, Palivizumab no es efectivo terapéuticamente (De
Fontbrune y col., 2007).

Se han descrito en la proteina F sitios antigénicos importantes por medio de anticuerpos
monoclonales, pero estos se encuentran en la conformacién de pre-F (Calder y col., 2000).
Estos sitios se han localizado por ensayos en péptidos sintéticos (Bourgeois y col., 1991),
fragmentos de proteina expresados en bacterias (Martin y col., 1991) o en la secuencia de
mutantes de escape que crecen en presencia de anticuerpos monoclonales individuales
(Arbiza y col., 1992). Uno de estos sitios se encuentra antes de la regién rica en cisteina
(sitio Il) y el otro cerca de la region C-terminal del cluster de cisteina (sitio IV, V y VI) (Lopez
y col., 1998).

La conformacion estable del pre-F ha demostrado tener gran inmunogenicidad, por lo que
puede ser un candidato a vacuna. Corti y col. (2013) aislaron anticuerpos neutralizantes de
donadores con altos titulos de anticuerpos de RSV humanos y Metaneumovirus humano
(HMPV), de los cuales aislaron al anticuerpo MPES, el cual hace neutralizacion cruzada con
el HMPV. Demostraron que MPE8 se une a un epitope altamente conservado que se

encuentra en la superficie de la proteina F en pre-F, pero no en post-F.

Otro de los retos en el desarrollo de una vacuna contra RSV es co-estimular la respuesta

inmune activando rutas de transduccién de sefiales que modulen la respuesta innata y
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adaptativa, con la habilidad de superar los mecanismos de evasién celular, sin toxicidad
adversa y con dosis terapéuticas. Se ha demostrado la eficacia de anticuerpos agonistas
contra receptores co-estimulantes, pero estos estan asociados con toxicidad severa en
modelos murinos y en humanos (Hixon y col., 2001; Niu y col., 2007; Suntharalingam y col.,
2006). El uso de co-estimuladores y/o sus ligandos naturales puede tener una mayor
eficacia y ser mas seguros comparados contra los anticuerpos agonistas, no sélo por
generar nuevas respuestas inmunes o incrementar las ya existentes, también por su
habilidad en superar a los mecanismos de evasién del sistema inmune (Sharma y cols,
2009). Una de las sefiales co-estimuladoras traducidas via CD28 y por miembros de la
familia TNFR juegan un papel importante en la modulacion del sistema inmune innato,

adaptativo y regulatorio (Watts, 2005).

1.3 Co-estimuladores en la presentacion de antigeno

Como menciondbamos en el apartado 1.1, la activacion de los linfocitos T requiere de dos
sefales: la especifica dada por el MCH y el TCR y la no especifica dada por las moléculas
de co-estimulacion (Figura 8). La activacidon completa de la célula con ayuda de la segunda
sefal esta dada por la interaccion de receptores en el LT con ligandos en la CPA (sinapsis

inmunoldgica) (Watts, 2005) .

La co-estimulacion juega un papel fundamental en la regulacion de las funciones de los LT
en diferentes niveles, principalmente durante la presentacién de antigeno (Liechtenstein y
col. 2012). Estas sefales son activadas por una gran variedad de co-estimuladores como
los receptores CD27 y CD80/CD86, y sus ligandos CD70 y CD28 respectivamente, que dan
sefiales de proliferacion de LT y adquisicion de actividades citotoxicas (Hendriks y col.,
2003; Nurieva y col., 2006).

Dentro de las moléculas co-estimuladoras existen dos familias, la familia CD80/CD86 y la
familia del TNFR/L. Miembros de la familia TNF son mediadores clave de la sefializacion
de supervivencia en LT posteriores a los efectos iniciales de la interaccion CD28/CD80-
CD86 (Sprenty Surh, 2002).

La superfamilia TNFR esta caracterizada por la presencia de 3-6 patrones de motivos ricos

en cisteina en sus dominios extracelulares (Smith y col., 1994). Este tiene como blanco
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ligandos que tras la interaccion con el receptor promueven la sobrevivencia, inflamacion o
induccién de la muerte celular, como los receptores CD40, CD27, HVEM, TACI y TWEAK
(Croft y col., 2013; Moran y col., 2013). La biologia de los TNFRs es compleja, ya que los
receptores y ligandos actian en muchas células del sistema inmune, e incluso dentro de la
misma célula (Locksley y col., 2001; Watts, 2005). Los miembros de la familia TNFR se
pueden clasificar en 3 grupos: los que contienen el dominio de muerte (receptores-DD, del
inglés “death domain”), receptores sefiuelo que no trasmiten sefial y receptores que
requieren de unién a las moléculas adaptadoras intracelulares conocidas como factores
asociados al receptor TNF (TRAF) para transmitir sefializacion (Locksley y col., 2001;
Dempsey y col., 2003; Aggarwal, 2003). En el caso de la inmunidad viral, los miembros de
la familia que son inducidos y expresados son 4-1BB (CD137), CD27, OX40 (CD134), GITR
y TNFR2.

1.3-1 El seffialosoma 4-1BB/4-1BBL

El ligando 4-1BBL o CD-137L (en la proteina recombinante de este trabajo denominada
como BBL) es una proteina transmembranal tipo Il de la superfamilia del TNF,
concretamente de la superfamilia 9 (Pollok y col., 1994). Existe como un monémero de 30
kDay como un dimero de 55 kDa en la superficie de las células T. Este ligando se aisl6 por
primera vez de clonas de células T murinas por un proceso de escaner diferencial (Kwon y
Weissman, 1989), y tiene efectos pleiotropicos en la sefalizacion de varias células de
sistema inmune innato y adaptativo (Saoulli y col., 1998; Wilcox y col., 2002; Myers y col.,
2005), efectos regulatorios (Robertson y col., 2008); asi como una gran eficacia terapéutica

de anticuerpos agonistas 4-1BB en varios modelos murinos (Myers y col., 2005).

4-1BB (CD137) es un receptor transmembranal tipo | cuya expresion se da en mdltiples
células hematopoyéticas (Vinay y Kwon, 2011). Mientras se sabe que es regulada
positivamente en células T CD8+ luego de su activacién (Shuford y col., 1997), la proteina
4-1BB también puede ser expresada en células T cooperadoras CD4+ (Kim y col., 2003),
linfocitos B, linfocitos T reguladores, células NK, células NKT, monocitos, macrofagos,
neutréfilos, mastocitos y eosinéfilos (Pulle y col., 2006; Sabbagh y col., 2007), osteoclastos
(Yangy col., 2008), timocitos (Kim y col., 2009b), células progenitoras mieloides tempranas

(Jiang y Shwarz, 2010) y células del endotelio activadas (Drenkard y col., 2007). Sélo es
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conocida una subpoblacion de DCs y Treg que expresan 4-1BB de forma constitutiva
(Sabbaghy col., 2007). La expresion de 4-1BB no es exclusiva de células hematopoyéticas,
varias células de parénquima también expresan este receptor en condiciones de
inflamacién como células endoteliales en capilares sanguineos y en lechos tumorales (Jiang
y col., 2008).
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Figura 8. Activacion de linfocito T. El linfocito T al encontrarse con la DC recibe la primera sefial con la uniéon de
la molécula del MHC y el péptico procesado con el TCR, junto con la interaccién de CD4 o CD8 con la
correspondiente molécula MHC clase Il o clase I. De forma simultanea, la co-estimulacion o segunda sefial
ocurre tras la union de CD86, CD80, OX40L y 4-1BBL de la DC con sus correspondientes receptores en el
linfocito T. Esto induce la activacién completa para la funcién efectora de la célula T (Cavanagh, British Society
for Immunology).

El entrecruzamiento de 4-1BB con sus anticuerpos agonistas o con su ligando natural da
como resultado una fuerte sefial de co-estimulacioén a los linfocitos T (Fig. 8), realizando un
efecto sinérgico con la sefial primaria del TCR con aumento de la proliferacion celular e

inducen la secrecion de citocinas como la IL-2 y IFN-y (Futagawa y col., 2002). Se han
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estudiado 6 miembros de la familia TRAF (TRAF1, TRAF2, TRAF3, TRAF4, TRAF5 y
TRAF6) (Zapata y col., 2018), los cuales participan en la transduccion de sefales directa o
indirectamente con la unién a CD40, CD30, con excepcidn del TRAF4. TRAF2 es capaz de
regular la activaciéon de NF-kB por CD40 y CD30. La cinasa inductora de NF-kB (NIK)
también es una molécula responsable de mediar la activacion de la ruta de NF-kB por medio
de TNFR, IL-1R y Fas. NIK se une a los TRAFS para activar NF-kB cuando esta sobre
expresado (Fig. 9) (Sanchez y col., 2016). También se ha reportado que TRAF1, TRAF2 y
TRAF3 estan asociados directamente con 4-1BB, y que dos moléculas de sefalizacion
intracelular, TRAF2 y NIK estan relacionadas en la activacién de NF-kB mediada por 4-1BB
(Jang y col., 1998).

Mientras TRAF2 es expresado tanto en los linfocitos T activados y en reposo, la expresién
de TRAF1 es inducida tras una activacion (Zapata y col., 2000; Schwenzer y col., 1999).
Asi, como la expresion de 4-1BB también es inducida en células T activadas (Shuford y col.,
1997; Cannons y col., 2001) tanto 4-1BB como TRAF1 coexistiran en células T activadas,
donde la actividad co-estimuladora de 4-1BB es necesaria para la expansion de linfocitos y

el aumento de sus funciones efectoras.

4-1BB, asi como otros miembros de la familia de TNFR, utilizan a los TRAFs como
andamios proteicos para formar un sefialosoma, especificamente reclutando a TRAF1, 2y
3 (Arch y Thompson, 1998; Jang y col., 1998; Saoulli y col., 1998). La asociacién de
diferentes TRAFs en un mismo trimero de 4-1BB activado es indiferente ya que TRAF1y 2
pueden formar heterodimeros (Zheng y col., 2010). TRAF2 tiene una funcién importante
para 4-1BB, ya que el dominio RING (dedos de zinc) que posee en su region N-terminal le
proporciona actividad de ubiquitin-ligasa E3. También puede catalizar proteinas
ubiquitinadas en K-48 y K-63, esta ultima mediada por la proteina de conjugacion-
ubiquitinacion (Ubc)-13 (Alvarez y col., 2010; Habelhah y col., 2004). Los trimeros de
TRAF2 y heterotrimeros TRAF1:(TRAF2), reclutan al inhibidor celular de la proteina de la
apoptosis 1 (clAP1/2) (Zheng y col., 2010), el cual al unirse al dominio RING de TRAF2
permite la unién de ubiquitin-ligasas (Lopez y col., 2011). Los homodimeros de TRAFL1, al
no poseer el dominio RING, no tienen la capacidad de la formacion de estos dimeros ni
adquirir actividad ubiquitin-ligasa (Zheng y col.,, 2010), pero puede contribuir en el
reclutamiento de la proteina-1 especifica de leucocito (LSP-1), la cual esté involucrada en
la activacién de la proteina cinasa ERK mediada por 4-1BB (Sabbaghy col., 2013). Después

de estas interacciones, el sefialosoma recluta K63-ubiquitina, mayormente unidas a TRAF2.
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Las cadenas de poliubiquitina que se unen al carboxilo terminal a las moléculas de
ubiquitina con el K63 de la siguiente ubiquitina son sitios de acoplamiento para los
componentes de sefializacion rio abajo, formando un sefialosoma efectivo (Chen, 2012;
Chen y Chen, 2012; Komander y Rape, 2012). EI componente que se recluta rio abajo
después de K63-TRAF2 es un complejo de cinasas compuesto por la cinasa activada por
TGF-B (TAK)-1 y proteinas de union a TAK (TAB)-1, 2 y 3 (Fan y col., 2010). Una vez
activado, TAK1 fosforila a la cinasa del inhibidor del NF-kB (IKK)-B, activando a la ruta
canodnica de NF-kB (Chen, 2012), la no candnica (McPherson y col., 2012) y ERK 1/2
(Sabbagh y col., 2008). TAK1 También activa las cinasas activadoras de las MAPK, lo que
resulta en la activacion de la MAPK p38 (Cannos y col., 2000).

Estos eventos de sefializacién terminan en la activacion de NF-kB y MAPK (Fig. 9) (Kang y
col., 2007; Mack y col., 2008). La interaccion del 4-1BB/4-1BBL traduce la sefal necesaria
para su activacion a las células T CD8+ de manera independiente a CD28, estimulando a
estas células a producir citocinas, proliferar y adquirir funcién efectora (Saoulliy col., 1998).
Esta sefalizacion inhibe la muerte celular inducida por activacién (AICD) en células T
(Mittler y col., 2004), promueve sobrevivencia (Lee y col., 2003) y es critica para la
formacion de memoria inmunoldgica por medio del aumento de genes anti-apoptéticos Bcl-
2, Bcl-x y Bfl-1 (Lee y col., 2002; Dawicki y Watts, 2004) e induce la proliferacion de células
T y mejora la funcion efectora (Shuford y col., 1997). Ademas de aumentar la produccion
de IFN-y y TNFa (Ju y col., 2007), la activacién del 4-1BB induce la produccion de IL-13 en
células T CD8+ y CD4+ para limitar la inflamacion (Shiny col., 2007). La produccién de IFN-
y activa la expresion de indolamida 2,3-dioxigenasa (IDO) por DC, las cuales pueden
atenuar la respuesta efectora mediada por 4-1BB (Kim y col.,, 2009a). Ademas, la
sefalizacién de 4-1BB induce la maduracion de DC, aumentando los ligandos CD28 co-
estimuladores, incrementando la supervivencia de DC y reforzando la produccién de
citocinas inflamatorias (Kuang y col., 2012; Lee y col., 2012). La interaccion 4-1BB/4-1BBL
promueve selectivamente citocinas del perfil Thl como IL-2, TNF-y, IL-6, TNF-a e IL-2,

erradicando la infeccion crénica (Shuford y col., 1997).
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Figura 9. Ruta putativa de sefializacion para la activacion de 4-1BB dependiente de TRAF. Se da la formacion
de un dimero entre los dominios de las moléculas de TRAF-2 de trimeros adyacentes, que activan a las
poliubiquitinas y al reclutamiento del complejo TAK1/cinasa activada por TGF-3 (TAB) 2/TAB3. La fosforilacion
de IKK-B mediada por K-63-TAK1 activa al complejo IKK, lo que activa una cascada de sefializacion que resulta
en la activacion de las rutas p38 MAPK, NF-kB y ERK (Modificada de Zapata y col., 2018). Creada con

BioRender.com

1.4 La proteina recombinante SA-4-1BBL

La estreptavidina (SA) es una proteina tetramérica (Pahler y col. 1987) neutra, conformada
por subunidades homélogas no glicosiladas, la cual fue aislada de la bacteria Streptomyces
avidini (Bayer y col., 1986). La proteina SA tiene la caracteristica de unirse fuertemente a
la biotina de forma similar a la glicoproteina del huevo avidina (Argarafa col., 1986). Gracias
a esta caracteristica la SA se ha utilizado como herramienta biotecnolégica en

inmunoensayos, hibridacién, activaciéon de linfocitos, inmunoterapia, localizacion de
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antigenos, cromatografia de afinidad, etc. (Bayer y col., 1989; Brower, y col., 1985; Cartun
y col., 1989, Moxley, 1989).

Ademas de la funcién de unién a biotina, la estructura de la SA al formar tetrameros y
oligbmeros estables en condiciones fisiologicas (Grakoui y col.,, 1999), permite la
generacion de proteinas quiméricas, funcionando como chaperona generando proteinas
multiméricas (Kilinc y col., 2006) (Fig. 10).

Este péptido quimérico SA-4-1BBL se generd al fusionar la porcidn extracelular del 4-1BBL
a la parte C-terminal de la forma modificada del core de la SA en el vector PMT/BiP/V5-
HisA (Elpek y col., 2007). La molécula SA-4-1BBL existe como tetramero/oligémero, debido
a las caracteristicas estructurales de SA, con una gran actividad co-estimuladora. La
proteina quimérica en su forma soluble impulsa la proliferacion de las células CD4+y CD8+
en ensayos de proliferacion in vitro (Schabowsky y col., 2009; Xie y col., 2010; Madireddi y
col.,, 2012).

Oligomerizacion
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Figura 10. Estructura molecular de la proteina recombinante SA-4-1BBL. 4-1BBL soluble o 4-1BBL hexamérico
es esencialmente inactivo. Sin embargo, la oligomerizacién forzada usando SA-4-1BBL permite la activacion de
4-1BB induciendo un perfil de toxicidad favorable en la células inmunes con actividad citotéxicas (Modificada de

Bremer, 2013). Creada con BioRender.com
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Sharma y col. (2009) demostraron que la proteina soluble SA-4-1BBL es un
inmunomodulador efectivo al activar por un lado DCs, favoreciendo su maduracion,
incrementando la expresion de moléculas co-estimuladoras y mejorando la captacion del
antigeno, y por otro al estimular la respuesta primaria de células T, manteniendo la memoria
celular y provocando que las células Ter superen el efecto supresor de las células Treg

CD4*CD25*FoxP3* en el microambiente tumoral.

1.5 Sistemas de expresidn procariontes

La produccion de proteinas recombinantes en los sistemas de expresion procariontes y
eucariontes son utilizados por la industria por varias ventajas, esto dependiendo del tipo de
proteina, la tasa de crecimiento, el tipo de cultivo, nivel de expresion génica y
procedimientos postraduccionales de la proteina sintetizada. El sistema mayormente
utilizado para la sobreproduccion de proteinas recombinantes es el sistema procarionte.
Los componentes principales para la expresion de proteinas recombinantes son el vector y

el organismo de expresién (Porowinska y col., 2013).

Los plasmidos son moléculas de DNA extracromosdmico de doble cadena, generalmente
circular, que funcionan como vectores de expresion. Estos estan de forma natural en el
citoplasma de las bacterias y pueden replicarse de forma independiente al cromosoma
bacteriano gracias a una secuencia llamada Ori (Lara, 2011). Gracias a la ingenieria
genética se han utilizado estas moléculas autbnomas para la generacion de proteinas
recombinantes, las cuales son utiles en el campo de la industria y la medicina. Existen
diferentes tipos de vectores de expresion, disefiados a partir de los plasmidos, los cuales
se adaptan a las necesidades de la proteina a producir y del productor hospedero (Fig. 11)

(Porowinska y col., 2013).

Independientemente del tipo de proteina que se quiera producir, un vector debe de tener

los siguientes elementos:

= Un replicdn (Ori)
= Marcador de seleccidon o gen de resistencia a antibiotico

= Sitio de clonacion multiple (polylinker)
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= Gen promotor
= Sijtio de unién al ribosoma

=  Terminador de la transcripcion

W

-35
—@—G P D—( SD )—fGen Heterc’)logo\ (TT ) [Amp’j { Ori )—

Codon Codon
de inicio de paro

Figura 11. Estructura general de un vector de expresion bacteriano. En esta imagen se muestra al promotor Tac.
El gen regulador (R) ejerce su efecto sobre el promotor (P), cuyas secuencias -10 y -35 estan separadas por un
espaciador de 17 bases. La flecha indica la direccion de la transcripcion. El sitio de unién a ribosa (SUR) consiste
en la Shine-Dalgarno (SD) seguida de un espaciador que contiene nucleétidos AT de aproximadamente 8 pares
de bases, que preceden al gen heterdlogo. La secuencia del gen de transcripcion (TT) se requiere para la
estabilizar el RNA mensajero (MRNA). La resistencia a antibiético, como la ampicilina (AmpR) facilita la seleccion
de células transformadas. Ori, representa el origen de replicacion del vector (Modificado de Lara, 2011). Creada

con BioRender.com

El tamafio de un plasmido es muy variable, y de preferencia deben ser vectores con un alto
namero de copias segun sea un vector de clonacién o uno de expresion. El nimero de
copias esta en funcién al origen de replicacion del plasmido, aunque también las
condiciones del cultivo y el estado fisiolégico de la bacteria pueden influir sobre el nimero
de copias (Sayadi y col., 1989). Las secuencias Ori se han modificado para obtener un
mayor namero de copias, como en el vector pMBI (de la familia de plasmidos pUC), para
poder aumentar la produccion de proteina recombinante. Sin embargo, una gran cantidad
de copias puede implicar una carga metabdlica importante a la célula (Terpe, 2006), como
una cantidad grande de mRNA puede llevar a la destruccién de ribosomas y muerte celular
(Baneyx, 1999). Un nimero menor de copias del vector pUC puede llevar mejores
rendimientos en la produccion de la proteina (Jones y col.,, 2000). La mayoria de los
vectores de expresion tienen un ori ColE1 o p15A (Baneyx, 1999; Nuc y Nuc, 2006). ColE1
se utiliza en vectores como el pET (15-20 copias por célula) y el vector pUC da entre 500 a

700 copias por célula (Sgrensen, 2010).
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Un promotor en estos sistemas se debe seleccionar dependiendo de su naturaleza, fuerza,
capacidad de controlar la expresion, la composicion y el costo de la induccién, ademas de
su compatibilidad con la cepa bacteriana que se utilizara (Prior y col., 2010). EIl promotor
que se utiliza mas en la industria es el pL/pR del fago lambda. Este promotor esta regulado
por la proteina cl857, la cual impide de forma eficiente la transcripcion de genes a una
temperatura entre 37°C hasta los 42°C, gracias a su termolabilidad (Valdez y col., 2009).
También hay promotores que se manejan a bajas temperaturas, los cuales se operan a
temperaturas Optimas para el crecimiento de E. coli (37°C), y al alcanzar la densidad
deseada, la temperatura se reduce a 20°C, lo cual es la ideal para la actividad maxima. La
solubilidad del oxigeno también aumenta a temperaturas mas bajas, lo que ayudaria a
mantener cultivos con altas densidades celulares. Ademas, a bajas temperaturas disminuye
la velocidad de traduccién, por lo que el plegamiento es mas lento y se formarian mejor las

proteinas, evitando menor formacién de cuerpos de inclusion (Lim y col., 2000).

El gen heterdlogo se debe optimizar en su secuencia para poder ser expresado en la célula,
lo cual consiste en codones que sobre expresan RNA de transferencia poco comunes. Esto
permite que al producir el mMRNA, que por lo general es una molécula que se degrada

facilmente, en especial en E. coli, tenga una vida media mas larga (Wang y col., 2004).

El vector de expresion posee un gen que proporciona resistencia a antibiéticos. Esto
permite emplear un protocolo de seleccién para poder conservar sélo a las bacterias

transformadas o que poseen el vector (Lara, 2011).

Para la seleccién de la cepa es importante considerar aspectos cinéticos, genotipicos y
fenotipicos, en los cuales se presenten tasas de mutacion muy bajas. En estos sistemas se
utiliza principalmente la bacteria E. coli, especificamente derivados de E. coli K-12 y B. Los
sistemas procariontes permiten obtener grandes cantidades de proteina recombinante en
un periodo de tiempo muy corto. La E. coli es un organismo muy barato de crecer mantener,
ademas de que ya se tienen bien estudiados sus mecanismos de transcripcion y traduccién
(Lara, 2011; Gopal y Kumar, 2013).
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Figura 12. Esquema de la proteina recombinante SA-F3X-4-1BB en el pldsmido y linearizada. La proteina

recombinante disefiada para la vacuna contra el RSV consta de: una cadena de histidinas y lisinas (6xHN) para
la purificacién en columna de niquel. El core de estreptavidina SA, el cual tetrameriza a la molécula co-
estimuladora 4-1BBL. La secuencia F3X es la proteina inmunogénica del RSV, concretamente la proteina de
fusién F, la cual esta en 3 tandem del sitio Il. Por dltimo, incluye la proteina co-estimuladora 4-1BBL. Creada
con BioRender.com

Por lo que, en este trabajo, se realiz6 la produccion de la proteina SA-F3X-BBL a partir de
un vector pET-6xHN que contiene al core de estreptavidina, el epitopo inmunodomiante que
se encuentra en el sitio Il de la proteina F del RSV (Fig. 6) en tAhdem de 3 como antigeno
y la molécula co-estimuladora 4-1BBL (Fig. 12) a partir de un sistema procarionte. Como se
ha mencionado anteriormente, la presentacién antigénica es un punto crucial en la
activacion de los linfocitos Ty en ella juega un papel crucial la CPA, como DCs y macréfagos.
Un estudio importante a realizarse para probar la actividad biolégica de la proteina SA-F3X-
BBL es evaluar in vitro sus propiedades activadoras en las CPA, estimulando los
mecanismos de sefializacion de estas células que promueven su accion como CPA en la

activacion de linfocitos T y su diferenciacion hacia un perfil tipo 1 antiviral.
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2. JUSTIFICACION

El RSV es una de las etiologias de las infecciones del tracto respiratorio bajo (ITRB) y esta
asociado a mas de 199,000 muertes cada afio en nifios y se han reportado hasta 3.4
millones de hospitalizaciones al afio. Por la gran variabilidad genética del virus, actualmente
existen tratamientos con efectos secundarios y/o poco accesibles, por lo que el desarrollo
de vacunas recombinantes que puedan potenciar la respuesta del sistema inmune es una
estrategia prometedora contra la infeccién del RSV. Sin embargo, algunas vacunas que se
han desarrollado muestran un pobre efecto protector, y mas aun, algunas otras promueven
la generacién de una respuesta inmune que exacerba los sintomas en infecciones
posteriores. Por ello es necesario probar vacunas en cuyo disefio se busca la polarizacion
de la respuesta inmune hacia un perfil tipo 1 antiviral. En este sentido, la proteina
recombinante abordada en este proyecto, SA-F3X-BBL, se presenta como una vacuna
candidata que puede poseer esa propiedad, sin embargo, es imperante demostrar su

capacidad co-estimuladora sobre CPA.
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3. HIPOTESIS

La proteina recombinante SA-F3X-BBL producida y purificada de un sistema procarionte
promueve la proliferacién y activacion diferencial de CPA, para el desarrollo de una

respuesta inmune tipo 1 antiviral.
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4. OBJETIVO GENERAL

Evaluar los efectos biolégicos, benéficos y adversos, de la proteina recombinante SA-F3X-

BBL sobre macréfagos en ensayos in vitro

4.1 OBJETIVOS PARTICULARES

o Purificar la proteina recombinante SA-F3X-BBL a partir de un sistema de expresion
procarionte.

9. Evaluar el efecto toxico o proliferativo de la proteina SA-F3X-BBL sobre macrofagos

¢ Estudiar la expresion de marcadores de activacion en macréfagos estimulados con la
proteina SA-F3X-BBL.
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5. METODOLOGIA

5.1 Purificacion de la proteina.

5.1-1 Extraccion del plasmido

Se realiz6 la extraccion del vector de expresion pET6xHN-SA-F3X-4-1BBL (Secuencia F3X
sintetizada en GeneScript y Secuencia SA-4-1BBL donada por el Dr. Roberto Montes de
Oca de la Universidad Autbnoma de Nuevo Ledn, las cuales se utilizaron para el disefio del
vector final en un proyecto previo) de las células E. coli DH5a transformadas (Fig. 12). Se
tomaron 2 mL de un cultivo transformado y se centrifug6é a 14,000 rpm (10,976 g) por 3
minutos (min), se descartd el sobrenadante, los botones se resuspendieron con 250 L de
la solucion GTE (Glucosa, 50 mM; Tris-HCI, 25 mM; EDTA, 10 mM). Después se colocaron
300 pL de la solucion de lisis alcalina (SDS 2%, NaOH 0.4 N), se dej6 incubando a
temperatura ambiente (TA) por 5 min y se agregaron 250 pL de la solucion alta en sales
(Acetato de potasio, 5 M; Acido acético glacial, 2 M) dando inversion fuerte a la muestra.
Se dejo6 incubar por 10 min a -20°C para centrifugar después a 14,000 rpm (10,976 g) por
5 min, se recuperd el sobrenadante en un tubo nuevo de 1.5 mL y se agregaron 700 pL de
isopropanol frio dando inversion fuerte. Se incubaron las muestras 10 min a -20 °C, se
centrifugé a 13,000 rpm (9464 g) por 5 min, se descartd el sobrenadante y se agregaron
500 pL de EtOH frio al 70%, se despegaron las pastillas y se volvié a centrifugar a 13,000
rpm (9464 g) por 3 min. Por Ultimo, se descart6 el sobrenadante y se dejé secar en termo-
block a 60°C por 10 min o hasta que estuviera completamente libre de etanol. La pastilla se

resuspendié en 30 uL de H20 libre de nucleasas.

5.1-2 Transformacion de E. coli C43

En un matraz con 50 mL de medio LB estéril (Triptona, 1%; Extracto de levadura, 0.5%;
NaCl, 1%) se inocul6 1 mL de cultivo criopreservado de E. coli C43 (DE3) y se dej6 en

agitacion a 37°C hasta alcanzar una OD de 0.4 — 0.6. Se colocaron en hielo por 10 min para
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detener su crecimiento y se repartié el cultivo en 4 tubos Corning de 15 mL para después
centrifugarse a 5,000 rpm (6202 g) por 5 min a 4°C. Se descartd el sobrenadante y se
resuspendio en 5 mL de CaCl; 0.1 M para incubarse en hielo por 1 h a 4°C. Los tubos se
centrifugaron a 5,000 rpm (6202 g) por 5 min a 4°C. Por Ultimo, se descarto el sobrenadante
y las 4 pastillas se resuspendieron en 500 pL de CaCl; 0.1 M. En un tubo de 1.5 mL se
afladieron 10 ng del vector previamente extraido: pET6XHN-SA-F3X-4-1BBL méas 100 pL
de bacterias calcio-competentes, incubando por 1 h en hielo a 4°C. En seguida se realizé
el choque térmico colocando las bacterias con el vector por 1 min en agua a 42°C e
inmediatamente se colocan en hielo por minimo 2 min. Se afiadié 1 mL de medio LB para
recuperar a las bacterias y se incubaron 1 h a 37°C en agitacion. Se centrifugaron a 13,000
rpm (9464 g) por 3 min, se descartd el sobrenadante y el medio remanente se utilizé para
resuspender la pastilla. El cultivo transformado se vertié en una placa sélida de agar LB

suplementado con ampicilina (Amp) 100 pg/mL y se incubé a 37°C toda la noche.

5.1-3 Induccion de produccién de las proteinas SA-F3X-BBL

De las colonias que se obtuvieron se tomaron con un asa varias de ellas y se inocularon
individualmente en un tubo de fermentacion con 4 mL de medio LB suplementado con Amp
100 pg/mL para dejarlas crecer toda la noche. Para confirmar la presencia del vector con el
fragmento de interés se realiz6 una extraccion del vector, como se describio en el apartado
5.1-1 y se realizé una reaccion de PCR con un volumen final de 10 pL, utilizando los
siguientes oligonucledtidos:

Fw-F3x: GTCGACATGGAACTGCCGATTCTGAAGAC 6

Fw-41BBL: GCTAGCGCTGAAGCTGCAGCTAAAG y

Rv-41BBL: AGATCTTCATTCCCATGGGTTG

con las siguientes condiciones de amplificacion: 94°C, 3 min; 94°C, 30 s; 55°C, 30 s; 72°C,
2.5 min; 72°C, 3 min por 35 ciclos en un termociclador Applied Biosystems™ (2720 Thermal
Cycler). Los fragmentos fueron visualizados en un gel de agarosa al 1% en buffer TAE (Tris
base 40 mM, Acido acético 20mM EDTA 1mM) 1x a 80 V. Una vez identificada la colonia
transformada con el vector pET6xHN-SA-F3X-4-1BBL caracterizado, se inocul6 1 mL de
esa colonia en un matraz de 80 mL de medio LB suplementado con Amp 100 pg/mL. Para
el control negativo se inoculd 1 mL de la bacteria sin transformar en un medio sin Amp. Los

cultivos se incubaron a 37°C en agitacion hasta que alcanzaron una O.D. de 0.4-0.6, en la
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cual se comienza la induccion afadiendo 1 mM de IPTG (Se tomaron 10 mL de cultivo a

las 24 h de la induccion.

5.1-4 Extraccion y purificacion de las proteinas SA-BBL y SA-F3X-
BBL

Los 10 mL de cultivo inducido con IPTG obtenidos a las 24 h se centrifugaron
inmediatamente a 5,000 rpm (6202 g) por 5 min a 4°C. Las pastillas se resuspendieron en
300 pL de buffer de lisis (NaCl, 140 mM; KCI, 2.7 mM; Na2HPO4, 10 mM; KH2PO4, 1.8
mM, PMSF 100uM; pH 7.3; Lisozima, 60 ug). La suspension se recuperé en un tubo de 1.5
mL y se incub6 por 30 min a 4°C en hielo. Después se sénico por 6 periodos de 10 seg con
30 de descanso al 50% de la potencia y se centrifugaron a 13,000 rmp (9464 g) 5 min a
4°C. Se recupero el sobrenadante (proteinas de la fraccion soluble) y en otro tubo el boton
se resuspendid en 300 pL de buffer de lisis (proteinas de la fraccion insoluble). La
purificacion de la proteina de interés se realizé empleando el kit His-Spin Protein Miniprep

(Zymo) siguiendo las instrucciones del proveedor.

5.1-5 Identificacion de la proteina SA-BBL y SA-F3X-BBL

Para la identificacion de la proteina recombinante, las muestras purificadas fueron
cuantificadas por medio del método de Bradford. Se prepardé una curva patron a partir de
una solucién madre de albumina de 1 mg/mL. Se cargaron en las placas 5 L de muestra.
95 uL de agua y 250 pL de reactivo de Bradford (Azul de Commassie G 250 121 mM, Etanol
1mM, Acido fosférico al 85% 1mM) y se leyeron a 595 nm en un espectrofotémetro iMark
Microplate Reader (BioRad). La concentracion de proteina se calcul6 a partir de la ecuacion

de la recta arrojada por la curva de patron de albumina (Fig. 13).
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Figura 13. Grafica de curva patrén de albumina utilizada para la cuantificacion de proteina por el método de
Bradford con una n=4.

Se prepararon geles de acrilamida al 7.5% y se cargaron 20 ug de muestra en 20 uL de
H.O con 10 uL de buffer de muestra [Tris base, 1.5 M; upper buffer (Tris Base, 0.5 M; SDS
0.4%; pH 6.8), SDS, 10%; Glicerol, 2%; Bromofenol, 0.4%; B-Mercaptoetanol, 1%] cargando
en total 30 yuL de muestra. El gel se corrié a 80 V por 2 h. Después los geles se tifieron con
solucién de tincion de azul de Commassie (Azul de Commassie G 250 1.5 mM, Metanol
50%, Acido acético 1%) por 30 min en agitacion a TA y se lavaron con una solucién de
destefiido (Metanol, 50 mL; Acido acético, 10 mL; H,Od, 40 mL) por 1 h. Por dltimo, se
agrego H»Od al gel toda la noche a 4°C para revelar las bandas. Para el Western blot, los
geles se transfirieron en una membrana de nitrocelulosa a 12 mAmp toda noche. La
membrana se dejo secar y se lavé en metanol para después bloquearla con BSA al 5% en
Tris-base (TBS) (NaCl, 0.5 M; Tris HCI, 0.02 M) por 2 h a TA con agitacion. Para revelar la
proteina de interés se utilizé el anticuerpo} anti-F de RSV (2F7 anticuerpo IgG monoclonal
de raton contra la proteina F del RSV, Abcam #ab205719) diluido 1:500 en BSA al 5%,
dejandose incubar a 4°C en agitacion toda la noche. Después la membrana se lavé con
H>Od por 5 min, Buffer TTBS (TBS + Tween 20, 0.2%) por 10 min 2 veces y TBS por 5 min.
A continuacion, se incubd 2 h con el anticuerpo secundario m-lgGk BP-HRP (Anticuerpo
secundario de unién a la cadena ligera k de IgG de ratén conjugada con la peroxidasa de
rdbano picante, Santa Cruz Biotechnology sc-516102-CM) diluido 1:2,500 en BSA al 5%
con TBS. Pasado el tiempo se lavd con TTBS por 15 min 2 veces, por 5 min 5 veces y se
reveld6 con quimioluminiscencia (Luminol Clarity Western) para observar las posibles
bandas de las proteinas SA-BBL o SA-F3X-BBL utilizando el equipo MicroChemi 4.2 (Bio-

imagine Systems).
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Figura 14. Modelo experimental para la produccion e identificaciéon de la proteina recombinante. Creada con BioRender.com
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5.2 Establecimiento de la linea celular RAW 264.7

Se tomé el contenido de un vial de la linea celular RAW 264.7 (ATCC® TIB-71™)
correspondientes a macrofagos murinos, para ser sembradas en 9 mL de DMEM
suplementado [Dubelco’s Modified Eagle Medium; Gibco, Grand Island, NY, USA 1x
GlutaMax (Gibco), 90%; suero bovino fetal (SFB) inactivado, 10%; antibiético (100 ug/mL
de estreptomicina y 100 U/mL de penicilina, Sigma cat# P44582 mL), 2 %] en un tubo
Corning de 15 mL. Se centrifugé a 1,000 rpm (248 g) por 9 min a 15°C. Se descart6 el
sobrenadante y la pastilla se resuspendié dando pequefos golpes al tubo. Se agregaron
5mL de DMEM suplementado al 10% a la pastilla resuspendida y se centrifugd nuevamente
a 1,000 rpm (248 g) por 9 min a 22°C. Se descarto el sobrenadante y se resuspendié dando
pequefios golpes. Se le colocaron 3 mL de DMEM suplementado al 10% y se colocé en un
frasco de cultivo celular Corning de 25 cm?, colocando otros 2 mL de DMEM suplementado
al 10%. El cambio de medio de realiz6 a las 72 h cuando se observé una confluencia del
40%. El pase celular se realizé cuando se observaba una confluencia del 60-70% y los

ensayos se realizaron entre el 3er y 4to pase.

5.2-1 Activacion de RAW 264.7 con LPS y reaccion de Griess

Se sembraron en placas de 6 pozos 500,000 células RAW 264.7 por pozo, y cuando las
células se encontraban en confluencia del 70% se realiz6 el estimulo de LPS. El LPS se
colocé a una concentracion 0, 0.5y 1 ug/mL y el estimulo se dej6é por 24 h. Después se
agregaron 100 uL de reactivo de Griess (50 ul de reactivo A= 4cido sulfanilico al 1% disuelto
en &cido fosférico mas 50 pl de reactivo B= a- Naftilamina al 0.5% disuelto en acido acético
5 N) a 100 pyL de sobrenadante de cultivo celular y se dejé actuar por 2 min en una placa
de 96 pozos. La reaccion se leyé a 490 nm en un espectrofotometro iMark Microplate
Reader (BioRad). La concentracién de nitritos organicos se cuantific6 con 8 puntos de
concentraciones decrecientes de NO2 en medio fresco (100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.12, 1.56
y 0 uM) por medio de una curva estandar (Fig. 15).
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Figura 15. Curva patron de NO2™ para la cuantificacion de nitritos organicos en la reaccion de Griess, n=3.

5.3 Pruebade MTT

Para evaluar la viabilidad de la linea celular ante la presencia de la proteina recombinante
en diferentes concentraciones se realizé la prueba de Bromuro de 3-(4,5- dimetiltiazol-2-
ilo)-2,5-difeniltetrazol (MTT) (SIGMA, M2128). En una placa de 96 pozos se sembraron
100,000 células RAW 264.7 en 100 mL DMEM suplementado al 10% por pozo y se dejaron
incubar por 24h a 37°C al 5% de CO,. Después se agrego la proteina SA-F3X-4-1BB a
diferentes concentraciones por triplicado (0, 0.1, 0.5, 1, 2, 3, 5y 10 pg/mL). La proteina
recombinante se incubd por 24 y 48h en medio RPMI sin suplementar a 37°C al 5% CO..
Posteriormente se retird el medio y se colocaron 100 uL de MTT, dejandose reaccionar por
4 h. Por dltimo, se solubilizaron los cristales de formazan formados con HCL-isopropanol

0.4 Ny se analizé por espectrofotometria (Smart specTM PLUS, BIO-RAD) a 595 nm.

5.4 Respuesta de células RAW 264.7 en presencia de la proteina
SA-F3X-BBL

Para el analisis de la respuesta de la linea RAW 264.7 en presencia de la proteina
recombinante se sembraron en placas de 6 pozos 500,000 células RAW 264.7 en medio
DMEM suplementado al 10%, dejandose incubar a 37°C con 5% CO. hasta alcanzar una

confluencia del 70% (aproximadamente 3 millones de células). Al alcanzar la confluencia
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se colocaron diferentes concentraciones de la proteina recombinante por triplicado (0, 0.1,
0.5y 1pg/mL ). La incubacion se dej6 por 24 y 48 h, retirando las células con raspador y
procesandolas para la extraccion de proteina total, microsomal (apartado 5.4-1) y de RNA
(apartado 5.4-3).

5.4-1 Obtencion de proteina total y fraccion microsomal de RAW.
264.7

Células RAW 264.7 con o sin proteina recombinante SA-F3X-BBL durante el pase tres se
despegaron del sustrato del frasco con un raspador y se centrifugaron a 1,000 rpm (248 g)
por 9 min a 15°C. Se descarto el sobrenadante y las células se resuspendieron en PBS 1x
a 4°C para volver a centrifugar. Se descarto el sobrenadante y la pastilla se resuspendio en
50 uL de buffer RIPA (Tris base, 50mM; NaCl, 150 mM; Deoxicolato, 0.5%; SDS, 0.1%;
Triton X-100) por cada 700,000 células. Las células con RIPA se incubaron por 30 min a
4°C con agitacion. Después se centrifugaron a 12,000 rpm (8,736 g) por 20 min a 4°C. Se
recuperd el sobrenadante y la proteina se almacendé a 4°C. Para la obtencién de la fraccién
microsomal y tras los lavados, la pastilla de células se resuspendié en 500 pL de buffer de
sonicacion (Tris HCI 50 mM, EGTA 1mM, inhibidor de proteasas 2 mM; pH 7.2) por cada
5x10° células. Las células se sonicaron por 2 periodos de 10 seg al 30% de potencia,
dejando 1 min entre cada sonicacion (Cole Parmer Ge 130pb Ultrasonic Processor).
Después se ultracentrifugaron a 61859 rmp (150,000g) 30 min a 4°C en una ultracentrifuga
refrigerada Optima™ MAX-XP Ultracentrifuge (Beckman Coulter). Por Gltimo, se descartd
el sobrenadante, se resuspendié la pastilla en 100 yL de buffer de sonicacién y fueron

almacenadas a 4°C.

5.4-2 Evaluacion de las vias de sefalizacion

Después de la obtencion de la proteina total y fraccién microsomal (apartado 5.2-2) de las
células estimuladas con la proteina recombinante (apartado 5.4) se evaluaron diferentes
proteinas involucradas en la via de sefalizacién de 4-1BB/41-BBL. Las muestras se

corrieron en un gel de poliacrilamida al 13.5% en las mismas condiciones que en apartado
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5.1-5 (la proteina de la fraccion microsomal se utilizo solo para las muestras del anticuerpo
CD-137y se corrié en un gel de poliacrilamida al 10.5%). Para el Western blot, los geles se
transfirieron en una membrana de nitrocelulosa a 12 mAmp toda la noche. La membrana
se dejo secar y se lavd en metanol para después bloguearla con BSA al 5% en TBS toda la
noche a TA en agitacion. Para la identificacion de las proteinas de interés se utilizaron los
anticuerpos de la Tabla 1 diluidos en BSA al 5% y se siguio el protocolo descrito en el
apartado 5-2.2. Los resultados se muestran como expresion relativa de cada proteina
respecto a la expresion de p-activa y se calcula dividiendo la intensidad Optica integrada de
la banda de la proteina de interés entre la intensidad Optica integrada de la banda de B-

actina por medio del programa Image J.

Tabla 1. Anticuerpos de la via de sefializacion y sus caracteristicas.
Proteina Descripcion Dilucién Tamafio (kDa)

Anticuerpo de ratéon monoclonal, clona AC-15,
purificada de cultivo celular de hibrodoma.

Especies: Cerdo, Hirudo medicinalis, bovino, rata,

B-actina 1:1,500 42 kDa

canino, felino, humano, conejo, carpa, raton,
conejillo de indias, pollo, oveja. A1978, Sigma
Aldrich.

anticuerpo de ratén monoclonal dirigido contra los

aminoacidos 1-249 de TRAF2 de origen humano.

TRAF2 1:500 50 kDa

Especies: rata, raton, humano. D-3: sc-136997,
Santa Cruz Biotechnology.
anticuerpo  monoclonal dirigido contra  los

aminoacidos 213-360 de p38 a de origen humano

p38 a/B 1:500 38 kDa

no fosforilado. Especies: ratdn, rata y humano. A-
12: sc-7972, Santa Cruz Biotechnology.
anticuerpo monoclonal de raton dirigido contra el

aminoacido Tir 182 de p-p38 a de origen humano.

p-p38 a/p 1:500 38 kDa

Especies: ratén, rata y humano. D-8: sc-7973,
Santa Cruz Biotechnology.
anticuerpo de monoclonal de ratén dirigido a los

aminoacidos 1-317 de la proteina IkB-a de origen

IkB-a 1:1,000 42 kDa

humano. Especies: raton, rata y humano. H-4: sc-
1643, Santa Cruz Biotechnology.
Anticuerpo monoclonal de ratén dirigido contra la

Ser 32 fosforilada de IkB-a de origen humano.

p-IkB-a 1:500 41 kDa

Especies: raton, rata y humano. (B-9): sc-8404,

Santa Cruz Biotechnology.
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anticuerpo monoclonal de raton dirigido contra la
4-1BB proteina recombinante CD137 de origen murino.
(CD-137) Especies: Raton. 6D295: sc-70530, Santa Cruz
Biotechnology.

1:500 85 kDa

5.4-3 Extraccion de RNA y sintesis cDNA

Después de la estimulacién a las 24 y 48 h (apartado 5.4), las células se recuperaron con
un raspador en tubos de 2 mL (en hielo), y se centrifugaron a 11,000 rpm (9486 g) 5 min a
4°C. Se descarté el sobrenadante y se lavaron con 500 pL PBS 1x para centrifugarse
11,000 rpm (9486 g) 3 min a 4°C. Se descart6 el sobrenadante para colocar 500 pL de
Trizol (TRI reagent T-9424, SIGMA) a 4°C y se resuspendieron. Se dio vortex por 15 segy
se dej6 reposar por 5 min a TA. Se agregaron 500 L de cloroformo a 4°C y se dio vortex
por 15 seg mas, dejando reposar otros 5 min. Las muestras se centrifugaron a 6962 rpm
(12,000 g) 10 min a 4°C para recuperar la fase acuosa en tubos de 1.5 mL. Se agregaron
250 mL de isopropanol frio y se mezclaron para ser incubadas en hielo por 5 min. Después
se centrifugaron a 6962 rpm (12,000 g) 10 min a 4°C, se descart6 el sobrenadante y lavé la
pastilla con etanol frio al 70% centrifugando a 6962 rpm (12,000 g) 5 min a 4°C. Se retir6 el
sobrenadante y las muestras se secaron por 10 min a 37°C. Por ultimo, el RNA se

resuspendié en 20 uL de agua libre de RNAsas y se guardo a -80°C hasta su uso.

El cDNA a partir de las muestras de RNA de la incubacién se generé por medio del kit First
Strand cDNA Syntehsis (Thermo scientific, #K1612). EI RNA se cuantific6 con un
NANODROP (Thermo scientific) para utilizar la misma cantidad de RNA en la reaccion de
sintesis. Para cada reaccion de sintesis de cDNA se utilizaron 4 pL de Buffer 5x, 1 puL de
inhibidor de RNAsas, 2 uL de dNTPs, 2 L de transcriptasa reversa 'y 10 yuL de muestra con
1 pg de RNA con las siguientes condiciones de amplificacion: 120 min, 37°C; 5 min; 70°C.

Las muestras se guardaron a -80°C hasta su uso.

5.4-4 PCR punto final y tiempo real

Para la estandarizacion de los oligonucle6tidos se realizé un mix de cDNA de todas las

muestras para realizar una PCR punto final y se diluy6 1:10 para la reaccion de PCR. Para
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la reaccion se utilizaron 5 uL de Buffer 2x, 3 uL de cDNA (15 ng) y 1 pL de oligonucléotido
Forward (Fw) y Reverse (Rv) (Tabla 2), respectivamente (Reaccién de 10 pL), con las
siguientes condiciones de amplificacion: 3 min, 94 °C, 30 s, 94°C; 30 s, 60°C; 5 min; 72°C,

por 40 ciclos.

Tabla 2. Oligonucleétidos empleados en este trabajo
Gen Oligonuclétidos Tamafo (pb) No. de acceso

B-actina Fw: GGCATCCACGAAACTACCTT 269 pb NM_001101.5
Rv: TACTCCTGCTTGCTGATCCA

IL-12B Fw: ATGTTGTAGAGGTGGACTGGAC 224 pb NM_001303244
Rv: GTGGAGCAGCAGATGTGAGT

IFN-y Fw: CTCAAGTGGCATAGATGTGG 205 pb NM_008337.4
Rv: GCTGTTGCTGAAGAAGGTAG

4-1BBL Fw: ACTTGATGTGGAGGATACCGC 177 pb XM._006524033
Rv: CGAACATTAACCGCAGGGTA

1108 Fw: AGCCGAACTGTAACATCTGC 251 pb XM_011250228.3
Rv: TAGAGAGCAGTTCGTCCAGG

Bircs Fw: TGAATCCTGCGTTTGAGTCG 197 pb NM_009689.2
Rv: TTCTCGGTAGGGCAGTGGAT

Bcl2lil Fw: CAGGAAGAGTATGGTGTTGCC 219 pb NM 207680.2
Rv: TCTGAGGAGTTGAGGGAAGC =
Fw: CAACGGCATGGATCTCAAAG

TNF-a 177 pb NM_013693.3
Rv: TTGACGGCAGAGAGGAGGTT

Los fragmentos fueron visualizados en un gel de agarosa al 2% en buffer TAE 1x a 80 V.
Para la PCR en tiempo real se utilizé la misma reaccion de PCR punto final con el méster
mix (2x) de Maxima SYBR Green/ROX (Thermo scientific, K0221) (Reaccién de 10 pL) y
las mismas condiciones de amplificacibn en un termociclador Applied Biosystems
StepOne™. La cuantificacion de la expresion génica se realizé por el método de 2-4ACT

(Livak y Schmittgen, 2001), utilizando a la actina como control.

5-5- Analisis estadistico

Los datos se presentaron como la media + desviacion estandar de la media. Se realizaron
analisis estadisticos de ANOVA con post-test multicomparativo de Bonferroni. Se consideré

significativo si p<0.05. El andlisis se realiz6 con el Programa GraphPad Prisma version 9.
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6.1 Produccion de la proteina recombinante

La produccion de la proteina SA-F3X-BBL se generd a partir del vector de expresion
pPET6XHN-SA-F3X-4-1BBL (Fig. 12). El vector se introdujo en células E. coli C43 por medio
de choque térmico y se crecieron en medio LB sélido con Amp. Antes de la induccion de la
produccién, las colonias resistentes se crecieron individualmente en medio LB liquido con
Amp toda la noche y se extrajo el DNA plasmidico. Se confirmd la presencia del vector por
medio de PCR flanqueando la regién F3X—4-1-BBL utilizando los oligonucleétidos Fw de
F3X (GTCGACATGGAACTGCCGATTCTGAAGAC) y Rv de 41BBL
(AGATCTTCATTCCCATGGGTTG), y también la regién 4-1BBL con los oligonucleétidos
Fw de 41BBL (GCTAGCGCTGAAGCTGCAGCTAAAG) y Rv de 41BBL
(AGATCTTCATTCCCATGGGTTG). Las bandas de la PCR se observaron por medio de un
gel de agarosa al 1%. En la figura 16 se muestra que efectivamente el vector se encontraba
en las colonias seleccionadas, ya que las bandas observadas corresponden al fragmento
4-1BBL (Fig. 16, carril 1, 700 pb) y al fragmento F3X-4-1BBL (Fig. 16, carril 3, 2,500 pb)

tomando como referencia al vector de induccion (Fig. 12).

F3X-4-1BBL

2,000 pb
1,500 pb
1,000 pb
700 pb
500 pb

250 pb

Figura 16. Electroforesis de la PCR de E. coli C43 transformadas con el vector de expresion pET6xHN-SA-4-
1BBL. MPM) marcador de peso molecular de 1 Kb, carril 1) E. coli C43 pET6xHN-SA-4-1BBL con un fragmento
de aproximadamente 600 pb correspondiente al fragmento de 4-1BBL, carril 2) Control negativo sin DNA, carril
3) E. coli. C43 pET6xHN-SA-F3X-4-1BBL con un fragmento de aproximadamente 2,500 pb correspondiente al
fragmento F3X-4-1BBL.
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Después de la caracterizacion de las clonas transformadas, estas se crecieron en medio
LB liquido con Amp para la induccién de la produccion de la proteina recombinante con
IPTG 1mM por 24 h. La proteina total se extrajo por medio de sonicacion y la fraccion
soluble fue purificada por medio de columnas de niquel. La proteina purificada se corrié en
un gel de SDS-PAGE al 7.5% y después se realiz6 la trasferencia en una membrana de
nitrocelulosa para el western blot. Para identificar la proteina recombinante SA-F3X-BBL se
utilizé un anticuerpo monoclonal de ratén contra la proteina F del RSV. La proteina
recombinante SA-F3X-BBL tiene un peso molecular tedrico de 109 kDa, el cual se calculd

por medio de bioinformatca (www.expasy.com/protparam). En la figura 17 se puede

observar la banda de la proteina recombinante tanto en el gel SDS-PAGE que fue tefiido
con azul de coomassie (Fig. 17A) como en el western blot (Fig.17B) a la altura de 84.4 kDa
en la fraccién soluble purificada del extracto total de proteina (Fig. 17, flecha blanca). El
peso molecular de la proteina recombinante se calculé graficando el logaritmo del peso
molecular (kDa) versus el Rf de las bandas de referencia, extrapolando el Rf de la proteina

recombinante. Se determin6 un rendimiento de produccién de proteina de 5.6%

A B
Fraccion soluble de la Fraccion soluble de la
proteina purificada proteina purificada
MPM C SA-F3X-BBL SA-F3X-BBL MPM C

84.4 kDa

84.4 kDa

4

Figura 17. Fraccion soluble purificada de los cultivos de E. coli expresando la proteina SA-F3X-BBL a las 24 h
de induccion. A) Gel SDS-PAGE tefiido con azul de commassie, B) Western blot de la proteina SA-F3X-BBL.
La flecha blanca indica la presencia de la banda a 84.4 kDa. MPM: Marcador de peso molecular, C:control de

extracto soluble de la proteina purificada de las E. coli no transformadas.
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6.2 Establecimiento de la linea celular RAW 264.7

Para poder evaluar la actividad biolégica de la proteina recombinante SA-F3X-BBL se
realiz6 una prueba de estimulacién celular con LPS para estandarizar las proteinas de vias
de sefalizacion y la evaluacion de viabilidad celular con diferentes concentraciones de

proteina.

6.2-1 Activacion de células RAW 264.7

Antes de evaluar la posible respuesta de las células RAW 264.7 a la proteina SA-F3X-BBL,
se evalud la capacidad de estas células para responder a un estimulo, por lo que se
cuantificé la produccion de nitritos en células RAW 264.7 al ser estimuladas con LPS. La
reaccion de Griess permite observar la formacién de nitritos organicos en células activadas
por un estimulo (Green y col., 1982). Se utilizé6 al LPS ya que este es una molécula
ampliamente utilizada como un control positivo de interaccion de RAW 264.7 (Ghosh y col.,
2014; Yin y col., 2019; Park y Lee, 2020). Como se observa en la figura 18, las
concentraciones de 0.5 y 1lug/mL de LPS obtuvieron diferencias significativas en la
formacion de nitritos organicos, con un aumento de 52.28 y 41.4 veces contra el control,

respectivamente, confirmando que la linea celular RAW 264.7 se activa ante un estimulo.
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Estimulacion de RAW 264.7 con LPS

NO, pM

O-—#— T T
C 0.5 ug 1 g

Concentracién LPS

Figura 18. Reaccidn de Griess de la incubacion de RAW 264.7 con LPS. ANOVA de una via post-hoc Bonferroni
*p<0.0001, vs Control (C), #p=0.0007 0.5 ug vs 1 pg/Ml de LPS. n=6, dos ensayos independientes por triplicado.

6.3 Evaluacion de la toxicidad de la proteina SA-F3X-BBL en
células RAW 264.7

Para evaluar la toxicidad de la proteina recombinante sobre las células RAW 264.7 se
empled la prueba de MTT. EI MTT permite evaluar la actividad metabdlica de las células al
interactuar con la proteina membranal succinato deshidrogenasa formando al compuesto
formazan, de color morado-rojizo (Kumar y col., 2018). Este se evalla por medio de
espectofotometria y la intensidad del color nos indica el porcentaje de supervivencia celular.
En la figura 19, se observa el efecto de las diferentes concentraciones de la proteina
recombinante a las 24 y 48 h de la incubacion en células RAW 264.7. A las 24 h de
incubacion la concentracion de 0.1 yg y 0.5 ug la proliferacion celular sobrepasé el 100%
(control) con valores de 103 y 102% respectivamente, sin llegar a ser este aumento
significativo con respecto al control. Por el contrario, las concentraciones de la proteina
recombinante de 1y 2 ug disminuyeron la viabilidad celular a un 92 y 88% respectivamente,
sin encontrarse diferencias significativas con respecto al control. Las concentraciones mas

altas de proteina recombinante (3, 5 y 10 ug) disminuyeron significativamente la viabilidad
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celular a valores de 72, 17 y 2% respectivamente, lo que indica un efecto tdxico sobre estas
células. En el caso de la incubacién durante 48 h, se observé un comportamiento similar.
En las concentraciones de 0.1, 0.5 y 1 ug la viabilidad se mantuvo cercana al 100% (93, 86
y 85, respectivamente) y sin diferencias significativas. Con la concentracion de 2 y 3 ug de
proteina se encontr6 una disminucion significativa de la viabilidad a un 68 y 50%
respectivamente, y en las concentraciones mas altas se redujo a menos del 3%. Con estos
resultados se establecieron las concentraciones de la proteina recombinante a utilizar en
ensayos posteriores, definiendo 0.1, 0.5 y 1 yg/mL de SA-F3X-BBL, ya que con estas
concentraciones se obtuvo un porcentaje de supervivencia de las células RAW 264.7
superior al 90% tras 24 y 48 h de incubacién con la proteina recombinante. Ademas, las
concentraciones probadas de SA-F3X-BBL no estimularon la proliferacién celular de los
macrofagos RAW 264.7.

MTT
150+

1004 M [ I

**

*%

Porcentaje de
supervivencia celular

*%k k%

1 1 1
co01051 2 3 5 100 C 0105 1 2 3 5 10
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Concentracion SA-F3X-BBL
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Fig. 19 Porcentaje de supervivencia de células RAW 264.7 con diferentes concentraciones de SA-F3X-BBL.
ANOVA de una via post-hoc Bonferroni * p>0.001, ** p>0.0001 vs Control, n=6, 2 ensayos independientes por
triplicado.

6.4 Efecto biologico de la proteina SA-F3X-BBL en células RAW
264.7

Para poder evaluar el efecto bioldgico de la proteina recombinante, se estimularon células
RAW 264.7 por 24y 48 h con 0.1, 0.5y 1 ug/mL de la proteina recombinante SA-F3X-BBL
y se extrajo proteina de la fraccion microsomal de las células (membranas celulares) para
el andlisis del receptor CD137 (4-1BB), proteina total para el analisis de TRAF2 y de
proteinas fosforiladas y no fosforiladas de p38 e IkB, por medio de Western blot, utilizado
como control de carga la B-actina. Ademas de la activacion de la ruta de sefializacion
involucrada en la respuesta de la incubacion por 4-1BBL, se analizé la expresion de algunos
de los genes regulados por la via de activacion del sefialosoma 4-1BB/4-1BBL. La
interaccion de las células RAW 264.7 y la proteina recombinante se realiz6 bajo las mismas
condiciones mencionadas, extrayendo RNAm a las 24 y 48 h para el analisis de los genes
4-1BB, 4-1BBL, TNF, IFN-y, IL-12, BIRC5 y Bcl2I11 por medio de gPCR.

6.4-1. Proteinas de la via de sefalizacion

En la figura 20 se analiz6 la expresion de la proteina del receptor 4-1BB, cuyos niveles se
aumentaron significativamente 2.2 veces en comparacion con su control de 48 h al estimular
las células RAW 264.7 con una concentracion de proteina recombinante de 0.5 pg/mL. En
la concentracién de 0.1 pg/mL, el receptor presenté una tendencia de aumento en su
expresion de 1.7 veces a las 24 h y 1.5 veces a las 48 h, pero no present6 diferencia

significativa respecto a los correspondientes ensayos controles (Fig. 20).
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Figura 20. Expresion relativa de 4-1BB en la linea celular RAW 264.7 a diferentes concentraciones de SA-F3X-
BBL. *p<0.01 vs Control 48 h. ANOVA de una via, post-hoc Bonferroni, n=6, dos ensayos independientes por

triplicado.

El nivel de expresion de la proteina TRAF2 en células RAW 264.7 en presencia de la
proteina recombinante se incrementd de manera significativa a las 24 h de la incubacion en
todas las concentraciones ensayadas de SA-F3X-BBL. La concentracion de 0.1 pug/mL la
aumento 2.5 veces y las concentraciones de 0.5 y 1 pg/mL aumentaron su expresion 3.3y
3.7 veces, respectivamente, en comparacion con su control de 24 h. A las 48 h las
concentraciones de 0.1y 0.5 pg/mL también aumentaron 3 y 2.8 veces el nivel de expresion

de la proteina, pero estos incrementos no fueron significativos respecto al control (Fig. 21).
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Figura 21. Expresion relativa de la proteina TRAF2 en células RAW 264.7 a diferentes concentraciones de SA-
F3X-BBL. **p<0.002, *p<0.05 vs su respectivo Control. ANOVA de una via, post-hoc Bonferroni, n=6, dos

ensayos independientes por triplicado.

Para poder observar la activacion de las vias de sefalizacién que ocurre después del
reclutamiento de las proteinas de ensamblaje, se analiz6 la fosforilacion de las proteinas
p38 MAPK vy la proteina IkB en las células RAW 264.7. Para ello se evalu6 el nivel de
expresion de la proteina fosforilada en relaciéon a la expresion de la proteina sin fosforilar.
La proteina p38 presento activacion tras la incubacion de las células con SA-F3X-BBL a las
24 y 48 h, al observarse un incremento significativo en la relacién p38 fosforilada/p38 no
fosforilada en todas las concentraciones de proteina recombinante ensayadas en
comparacion a su respectivo control, con excepcién de la concentraciéon de 1 ug/mL a las
24h. La concentracién que indujo el mayor aumento de expresion de la proteina fosforilada
fue la concentracion de 0.1 pg/mL a las 24 h, aumentando su expresion 8.7 veces respecto

a su control. La concentracion de 0.5 pug/mL a las 24 h la increment6 4.9 veces y las de 0.1,
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0.5y 1 pg/mL a las 48 h la elevaron 6.05, 6.2 y 6.3 veces respectivamente (Fig. 22). En el
caso de la activacion del factor de transcripcion NF-kB se analizé la relacion IkB fosforilada/
IkB no fosforilada en células RAW 246.7 estimuladas 0 no con concentraciones crecientes
de SA-F3X-BBL. Esta relacion se aumentd significativamente sélo a la concentracion de 1
pg/mL a las 48h de la estimulacién con la proteina recombinante, aumentando 1.8 veces
respecto a su control (Fig. 23).
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Figura 22. Expresion relativa del p-p38 en células RAW 264.7 a diferentes concentraciones de SA-F3X-BBL.
***n<0.0001, **p<0.001, *p<0.05 vs Control a su respectivo tiempo. ANOVA de una via, post-hoc Bonferroni,
n=6, dos ensayos independientes por triplicado.
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Figura 23. Expresion relativa del p-IkB en células RAW 264.7 a diferentes concentraciones de SA-F3X-BBL.
*p<0.05 vs Control 48 h. ANOVA de una via, post-hoc Bonferroni, n=6, dos ensayos independientes por

triplicado.

6.3-3. Induccion de la expresion genética en macrofagos RAW
264.7

La expresion del gen del receptor 4-1BB aumentd significativamente cuando las células se
estimularon con la proteina recombinante a la concentracion de 0.5 pg/mL a las 24 y 48 h,
con incrementos de 29.6 y 39 veces respectivamente, en comparacion a su respectivo
control. Utilizando esta concentracion de 0.5 pg/mL de SA-F3X-BBL, el incremento en la
expresion del gen de 4-1BBL fue significativamente mayor cuando las células se

estimularon durante 48 h respecto al estimulo durante 24 h. También la expresién génica
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de 4-1BB aumento 15.2 veces a las 24 h con la concentracion de 1 pg/mL y 11.6 veces con

la concentracién de 0.1 ug/mL a las 48 h (Fig. 24).
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Figura 24. Expresion relativa del gen 4-1BB en células RAW 264.7 a diferentes concentraciones de SA-F3X-
BBL. ***p<0.0001; **p<0.01, *p<0.05 vs su respectivo Control; #p<0.01.ANOVA una via, post-hoc Bonferroni,

n=6, dos ensayos independientes por triplicado.

También se analizé la expresion del gen del 4-1BBL en las células RAW 264.7 en respuesta

a la proteina SA-F3X-BBL, el cual solo present6 un pico de aumento que fue 4.3 veces mas

alta contra su control en la concentracion de 0.5 ug/mL a las 48 h de la estimulacion (Fig.

25).
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Figura 25. Expresion relativa del gen de 4-1BBL en células RAW 264.7 a diferentes concentraciones de SA-
F3X-BBL. *p<0.0001 vs Control a las 48 h. ANOVA una via, post-hoc Bonferroni, n=3, dos ensayos
independientes por triplicado.

Se midi6, ademas, la expresion génica de algunas citocinas involucradas en la activacion
del sefialosoma de 4-1BB/4-1BBL. El gen de TNF-a aument6 significativamente su
expresion 4.5 veces a las 24 h en la concentracién de 1 yg/mL. En el caso de las
concentraciones de proteina de 0.1 y 0.5 pg/mL a las 24 h tuvieron un aumento de 1.8y 2
veces respecto a su control, pero estos no fueron significativos. A las 48h de la estimulacién
también se puede observar una tendencia al incremento en la expresion génica de TNF-a

en todas las concentraciones probadas de la proteina recombinante (Fig. 26).

75



TNF-a

6_
*
©
.25
© 4
ER=
c
o g
8z T
S E 2 T T
i T
0' T T T T

C 01pg 05pug 1pg C 01pg 05pu0 1pg

24h 48h
Concentracion SA-F3X-BBL

Figura 26. Expresion relativa del gen TNF-a en células RAW 264.7 a diferentes concentraciones de SA-F3X-
BBL. *p<0.05 vs Control a las 24 h. ANOVA una via, post-hoc Bonferroni, n=6, dos ensayos independientes por

triplicado.

De igual forma, la expresion génica de IFN-y aumento significativamente 6.9 veces contra
el control en las mismas condiciones que TNF-a. Aunque el nivel de mensajero del IFN-y
incremento6 en las células RAW 264.7 después de 48 h de la estimulacion con la proteina

recombinante, estos aumentos no fueron significativos contra su control (Fig. 27).
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Figura 27. Expresion relativa del gen de IFN-y en células RAW 264.7 a diferentes concentraciones de SA-F3X-
BBL. *p<0.05 vs Control a las 24 h. ANOVA una via, post-hoc Bonferroni, n=6, dos ensayos independientes por

triplicado.

La expresion del mensajero de IL-12 no cambid significativamente en ninguna de las
condiciones realizadas, aunque se puede destacar una tendencia al aumento tras estimular
por 48 h las células RAW 264.7 con una concentraciéon de 0.5 pg/mL de la proteina

recombinante (Fig. 28).
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Figura 28. Expresion relativa del gen de IL-12 en células RAW 264.7 a diferentes concentraciones de SA-F3X-
BBL. Concentraciones vs respectivo Control ns. ANOVA una via, post-hoc Bonferroni, n=6, dos ensayos
independientes por triplicado.

Por ultimo, se evaluaron dos genes involucrados en la inhibicion de la apoptosis celular, los
cuales también se encuentran involucrados en las vias de sefializacion analizadas
previamente (Tamm y col., 1998; Vaux y col., 1988). El gen BIRC5 presentd6 aumentos
significativos en su expresion a las 24 h en todas las concentraciones analizadas de SA-
F3X-BBL. La proteina a 0.1, 0.5 y 1 ug/mL incrementé la expresiéon del gen de BIRC5 2.9,
3.8y 4.2 veces respecto a su control. La concentracion de 0.1 pug/mL a las 48 h del estimulo
aument6 3.1 veces el nivel de expresién respecto a su control (Fig. 29). A contrario de
BIRCS5, los niveles del mensajero del gen Bcl2I11 no se modificaron en las células RAW
264.7 en ninguna de las condiciones analizadas en presencia de la proteina recombinante
(Fig.30).

78



BIRCS

8-
*%*
g 6-
= 0 *%
T O
J= . 0 :
m

\gé 44 T T
S & T
o £
i 2

0' T T T T

C 01ug 05pg 1pg C 01ug 0.5pg 1pg

24h 48 h
Concentracion SA-F3X-BBL

Figura 29. Expresion relativa del gen BIRC5 en células RAW 264.7 a diferentes concentraciones de SA-F3X-
BBL. **p<0.0001; *p<0.001 vs su respectivo Control. ANOVA una via, post-hoc Bonferroni, n=6, dos ensayos
independientes por triplicado.
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Figura 30. Expresion relativa del gen Bcl2l11 en células RAW 264.7 a diferentes concentraciones de SA-F3X-
BBL. Concentraciones vs su respectivo Control ns. ANOVA una via, post-hoc Bonferroni, n=6, dos ensayos

independientes por triplicado.
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La tecnologia de las proteinas recombinantes es uno de los aportes mas importantes de la
biotecnologia moderna, la cual surge de la necesidad del disefio de proteinas terapéuticas,
gue no se obtengan a partir de fuentes animales y que tengan la capacidad de poseer una
0 mAas acciones terapéuticas, abarcando una funcionalidad terapéutica amplia. La
manipulacién del genoma a través de las herramientas de la ingenieria genética y las
plataformas de produccién como los sistemas procariontes han permitido la produccion en
masa de proteinas “personalizadas” dirigidas para el tratamiento de enfermedades

metabdlicas, inmunoterapia, cancer y vacunas (Lara, 2011).

La produccion de proteinas recombinantes como vacunas permite generar nuevas
estrategias para diversos agentes infecciosos como los virus, patdgenos frente a los que
no se ha logrado generar una vacuna eficaz y segura por los mecanismos de evasion que
poseen. El RSV entra en esta categoria de virus que ain no poseen una vacuna aprobada
y disponible en el mercado (Boyoglu y col., 2019). El RSV es una de las etiologias mas
importantes de las ITRB que afectan principalmente a nifios menores a 5 afios (Nair y col.,
2010). La enfermedad severa del RSV esta asociada a una fuerte respuesta inmune tipo 2,
la cual genera consecuencias a largo plazo como periodos de sibilancias, alergia y asma,
al promover un ambiente inflamatorio celular con la generacion del perfil Th2 (IL-4) y Th17
(IL-8), generando el reclutamiento de neutrofilos y células T CD4+ (Bacharier y col., 2012;
Lotz y Peebles, 2012; Lambert y col., 2014; Malinczak y col., 2021). Por lo tanto, el
desarrollo de una vacuna es primordial para evitar dificultades respiratorias a largo plazo y
disminuir las hospitalizaciones (Stein y col., 2017). Este virus ha generado varios retos para
la generacién de una vacuna, ya que cuenta con diferentes mecanismos de evasion del
sistema inmune que le ha permitido escapar de las estrategias de las vacunas
convencionales. Entre estos retos esta el uso de regiones inmunodominantes para evitar
los diferentes mecanismos de evasion inmunolégica que posee el RSV (Lo y col., 2005;
Hashimoto y col., 2009; Swedan y col., 2009) y regiones conservadas, para contrarrestar
su variabilidad genética (12 genotipos de RSV-A y 21 de RSV-B) (Cui y col., 2013). Otro
reto a considerar, es el de proteger contra reinfecciones, generando memoria a largo plazo
y anticuerpos neutralizantes; ademas de evitar la respuesta Th2 la cual estd asociada a la
severidad de la enfermedad (Hall y col., 1991; Caballero y col., 2015). Por ultimo, se debe
definir a qué poblacion va dirigida la vacuna. Esta debe ser dirigida a los sectores
vulnerables, como los adultos mayores (265 afios), los cuales por la consecuente pérdida
de eficiencia del sistema inmune y factores de riesgo como enfermedades cronicas

pulmonares y cardiacas pueden presentar la enfermedad severa (Shiy col., 2020) y a nifios
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menores de 5 afios. La infeccion severa se da mayormente en una edad temprana donde
el sistema inmunolégico y respiratorio se encuentran inmaduros, por lo que una vacuna a
menores de 2 afos debe considerarse. Un ejemplo de esta problematica lo fue el caso de
la vacuna generada en 1960 con RSV-inactivado con formalina y utilizando aluminio como
adyuvante, la cual no gener6 proteccion en 31 nifios pequefios (>6 meses) y se le atribuy6
el aumento de la enfermedad en una infeccion posterior a la vacuna generando la
hospitalizacion del 80%, y la muerte de dos nifios entre los 14 y 16 meses de edad (Fulginiti
y col., 1969; Kapikian y col., 1969b; Kim y col., 1969). Otra estrategia es la aplicacion de
vacunas a mujeres embarazadas, ya que se ha observado que recién nacidos menores de
3 semanas, con una alta cantidad de anticuerpos maternos presentar infeccion moderada
y no suelen ser hospitalizados a comparacion de nifios con pocos anticuerpos o

indetectables (Glezen y col., 1981).

Hasta el dia de hoy, existen diferentes plataformas para vacunas contra el RSV en estudios
clinicos. RSV MEDI DM2-2 es una vacuna de virus atenuada a la cual se le elimino el marco
de lectura abierta del RNA de la proteina M2-2. Se aplic6 a 50 adultos, 10 nifilos RSV-
seropositivos entre 1 a 59 meses y 20 RSV-seronegativos entre 6 y 24 meses. Encontraron
aumento de anticuerpos neutralizantes en el 95% de los vacunados y anticuerpos anti-F en
el 90% (Karrony col., 2015). Abarcay col. en 2020, publicaron la fase 1 de su vacuna rBCG-
N-hRSV, formada por bacteria recombinante Mycobacterium bovis expresando la proteina
N del RSV. Se administré en hombres entre 18 a 50 afios y reportd el incremento de IgG
con capacidad de neutralizar el RSV in vitro. En la plataforma de proteinas recombinantes,
esta Pre-F-GCN4t, la cual es una modificacion de la proteina F en la conformacién de pre-
F. Se evalu6 en fase 1 en hombres entre 18 y 44 afos, donde observaron anticuerpos
neutralizantes contra RSV-A hasta el dia 60 (Langley y col., 2017). MEDI7510 es una
vacuna proteica de la proteina F en post-F. La fase | del estudio clinico se realizé en adultos
>60 afios, generando el 50% de ellos microneutralizacion. Todos sus sujetos de estudio
presentaron IgG anti-F (Falloon y col., 2016). Esta misma se evalué en una segunda fase
con 2000 adultos mayores, pero no mostré eficacia (Falloon y col., 2017). En el 2019,
Leroux-Roles y col. realizaron un estudio con la misma vacuna con hombres y mujeres de
18 a 45 afios, donde la respuesta inmune se mantuvo por 6 meses, pero no hubo un efecto
de refuerzo en la segunda dosis. Otras como la MVA-BN-RSV (Samy y col., 2020),
ChAd155-RSV (Cicconi y col., 2019) y la nanoparticula con RNA mensajero RSV-F
(Aliprantis y col., 2020) se encuentran actualmente en fase 1 o 2, y no han presentado

efectos adversos mas alla de la cefaleay artralgia. Sin embargo, requieren de mas estudios
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en diferentes grupos de personas como en mujeres embarazadas y varias de ellas no llegan

a presentar una respuesta inmune robusta y prolongada (Shan y col., 2021).

En este trabajo se propuso la produccién de una proteina recombinante con 3 elementos:
i) El core de la estreptavidina (SA), la cual permite la oligomerizacion entre estas proteinas
para una mayor transduccion de sefiales, ii) la proteina F del RSV con un tAndem de 3
repeticiones del sitio Il inmunodominante de la proteina, iii) y una proteina de co-
estimulacion del sistema inmune de la familia de los TNFR/L (4-1BBL). Se logro la
produccion de la proteina recombinante a partir del vector de expresion pET6XHN-SA-F3X-
4-1BBL en un sistema procarionte (E. coli C43). La cepa C43 es una cepa derivada de E.
coli BL21 (D37). Estas cepas expresan a la polimerasa de ARN T7, cuyo gen fue insertado
a partir del profago lisogénico DES, y su expresién esta bajo el control inducible por IPTG
con el promotor lac UV5, el cual posee 2 mutaciones en la region -10 del gen de lacl, el
cual reporta mayores rendimientos (Studier y col., 1990). Ademas, C43 tiene la ventaja de
poder producir una gran cantidad de proteina sin generar efectos toxicos en la bacteria
(Miroux y Walker, 1996).

La proteina recombinante SA-F3X-BBL purificada se obtuvo con una concentracién de
IPTG 1mM por 24h, obteniendo un rendimiento total de 5.6%. y un peso molecular de 84.4
kDa. Se esperaba obtener un rendimiento de la proteina recombinante mayor a la obtenida,
pero comparandola con modelos donde se utiliza C43, se obtienen cantidades similares.
Tian y col. (2009) obtuvieron 0.0113 pg/pL, pero justifican la pérdida de proteina en la poca
especificidad de la resina de la columna de purificacion de niquel. En este proyecto se utilizd
un kit de purificacion de columnas de niquel (kit His-Spin Protein Miniprep de Zymo), ya que
el constructo de nuestra proteina recombinante estd conformada al principio por una
etiqueta de 6 histidinas (Fig. 12), las cuales son utilizadas para que se unan al niquel de la
columna en el proceso de purificacion (Heftiy col., 2001). Zhao y col. (2018) compararon la
extraccion de extracto crudo, obteniendo rendimientos totales desde el 56% al 8.23% en
diferentes proteinas recombinantes con columnas de niquel, pero diferentes
concentraciones de IPTG. Otro factor es la temperatura incorrecta de la induccion, que
puede generar la formacién de cuerpos de inclusion que no permitan ver a la proteina en la
fraccion soluble (Mitraki y col., 1991). Otros factores que se atribuyen a la formacién de
cuerpos de inclusion son el pH, osmolaridad, potencial redox y cofactores (Rosano y
Ceccarelli, 2014). Masiy col. (2003) lograron sobreexpresar 3 proteinas recombinantes con

un rendimiento del 20% utilizando C43 e induciéndolo con 1mM de IPTG utilizando la misma
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técnica de la cola de histidinas. La pureza de la proteina recombinante después de la
purificacién, puede observarse directamente en el gel de SDS-PAGE con azul de

coommassie, donde solo se observa una banda a 84.4 kDa (Fig. 16).

Para poder evaluar el efecto biolégico de la proteina recombinante obtenida, se utilizd un
modelo de estudio in vitro en el que CPA (RAW 264.7) fueron expuestas a diferentes
concentraciones de la proteina, para definir aquellas concentraciones no téxicas en las
cuales se pueda evaluar su efecto biologico. Li y col. (2018) utilizaron diferentes
concentraciones de su proteina rhBNP para observar la toxicidad en células RAW 264.7,y
determinar la mejor concentracion para sus estudios posteriores a las 24 y 48h del estimulo,
en las cuales utilizaron concentraciones que mantuvieran la viabilidad celular a mas del
80%, considerandolo una toxicidad débil. En nuestro modelo, las células RAW 264.7
presentaron una muerte celular del 37% en la concentracion de 2 pg/mL a las 24 h, mientras
gue a concentracion de 3 ug/mL llegaron a tener una caida del 30% de supervivencia celular
alas 24 hyalas 48 h, por lo que se utilizaron las concentraciones de 0.1, 0.5y 1 pg/mL
para los ensayos de estimulacion antigénica in vitro, donde se mantuvo la viabilidad celular
mayor al 90%. Se utilizaron condiciones similares a lo ya reportado en modelos de toxicidad
con células RAW 264.7, pero la caida observada a las 24 h y 48 h de las concentraciones
de 3 y 2 pyg/mL tan marcadas no se observan en estos modelos con el uso de
concentraciones mas altas de proteina recombinante. Ademas de que la naturaleza de cada
proteina es diferente, un punto a considerar es las endotoxinas bacterianas que pudieron
pasar por la columna de niquel durante la purificacion, al no realizar un segundo paso para
asegurarnos de sélo obtener la proteina recombinante, y al aumentar la concentracion de

esta, se esté incrementando la concentracion de estas endotoxinas (Garcia y col., 2013).

Como ya se mencion0 antes, la linea celular de macréfagos murinos RAW 264.7 fue el
modelo in vitro de este proyecto, ya que al ser una CPA participa en el procesamiento de
los antigenos (Liechtenstein y col. 2012), como el inmundgeno F3X de la proteina de fusion
del RSV, que forma parte de nuestra proteina recombinante. Ademas, la subunidad proteica
gue se evaluo en este trabajo contiene 4-1BBL, el cual funge como adyuvante de la proteina
SA-F3X-BBL. La proteina 4-1BBL, es uno de los co-estimuladores que participa en la
segunda sefal, que promueven la activacion de células T, expansion clonal y su
diferenciacion a células efectoras (Pollizzi y Powell, 2014; Jakubzick y cols 2017). La
molécula co-estimuladora 4-1BB pertenece a la superfamilia de TNFR y puede interactuar

con el ligando 4-1BBL para desempefiar un papel en las respuestas inmunitarias innatas y
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adaptativas (Dharmadhikari y col., 2015). En modelos in vivo pre-clinicos para cancer, ya
se ha demostrado que la proteina SA-4-1BBL puede generar una respuesta robusta
especifica al antigeno de tipo Thl, generando la expansion de células T CD4+ y CD8+,
Treg CD4+CD25+Foxp3+ y la expresién de IFN-y, IL-2 contra el antigeno E7 del VPH,
evitando la progresién de tumores (Sharma y col., 2009; Sharma y col., 2010a; Sharma y
col., 2010b), sin la generacion de toxicidad celular en comparacion a los anticuerpos anti-
4-1BBL (Schabowsky y col., 2009).

Tanto 4-1BBL como 4-1BB se expresan en macréfagos (Jung y col., 2014; Mikiy col., 2020).
La proteina recombinante logr6 estimular la expresiéon génica de 4-1BB a las 24 y 48 h del
estimulo en las células RAW 264.7 a una concentracion de 0.5 pg/mL, lo cual también se
vi6 reflejado en la expresion proteica, que se observé aumentada a las 48h. Ademas, se
observo la estimulacion del gen de 4-1BBL en las misma concentracion a las 48h. Estos
resultados muestran que la proteina recombinante es biolégicamente activa, regulando al
alza tanto la expresion de 4-1BB como de 4-1BBL en los macrofagos. Por lo tanto, por un
lado, el macréfago esta capacitado para activar adecuadamente a las células T durante la
respuesta inmune a la proteina recombinante ya que expresa mas 4-1BBL; y por otro lado,
va a poder responder mas intensamente a la propia proteina recombinante al
sobreexpresan 4-1BB. En este sentido, después de la unién con su lingando, 4-1BB se
asocia con las proteinas TRAF2 en su cola citoplasmatica, regulando la sefalizacién rio
abajo del sefialosoma 4-1BB/4-1BBL (Yang y col.,, 2008). TRAF2 es una proteina que
funciona como anclaje para la ubiquitinacion de proteinas de diferentes de vias de
sefalizaciéon como NF-kB (Sanchez y col., 2016). TRAF2 es capaz de sobreexpresarse ante
algun estimulo generado por un receptor al que pueda asociarse. En macrofagos
peritoneales, TRAF2 aumento su expresion proteica en presencia de la sobreexpresion de
RIG-1 y el estimulo con LPS e IFN-y (Zhou y col., 2020). En el caso del estimulo con SA-
F3X-BBL, TRAF2 tuvo su expresion proteica mas alta con 0.5y 1 pg/mL de la proteina a
las 24 h, aunque también se observé una tendencia al aumento en la expresion de TRAF2
las 48h. Las proteinas TRAF, ademas de ser reclutadas por 4-1BBL, también participan en
la sefalizacion por la estimulacion de otros receptores celulares, como los TLRs (Sujitha y
col.,, 2018). Por lo que, un aumento de TRAF2 también pudiera estar mediado por la
respuesta celular generada por el antigeno F3X, presente en la proteina recombinante, via
TLR-4; ya que se ha mostrado que la glicoproteina F puede ser reconocida via CD14/TLR4
(Kurt-Jones y col., 2000), ambos presenten en las células RAW 264.7 (Gambelliy col., 2003;
Xiang y col. 2015;).
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Después del reclutamiento de TRAF2 por la unién de 4-1BB a su ligando, se unen la
ubiquitina K63, lo que conduce a la fosforilacion mediada por TAK1 (Fan y col., 2010), la
cual fosforila a las subunidades de IKK (IKKa e IKKB) (Chen, 2012), lo que posteriormente
da como resultado la fosforilacion y degradacion proteasomal de IkBa, que da como
resultado la translocacion al ndcleo de las proteinas de NF-kB (Mei y col., 2016). Por lo
tanto, en la via canodnica de NF-kB se fosforila IkB por la activacion del complejo IKK rio
arriba, fosforilando y llevandolo a degradacion, dejando al complejo de NF-kB para
translocarse al ndcleo (Madonna y col. 2012). Ademas, TAKL1 participa en la activacion de
p38 a/B de la ruta de las MAPK (Cannons, 2000). La cinasa p38 de MAPK estéa codificada
en cuatro genes diferentes. La cinasa p38a (MAPK14), p38B, p38y y p38d, las cuales
participan en diferentes procesos biol6gicos en respuesta a estimulos extracelulares que
resultan en la inflamacion, proliferacién celular, apoptosis, diferenciacion y tumerogénesis
(Hany col., 1994; Cheny col., 2020; Raingeaud y col., 1995).

Se evalud por medio de western blot el nivel proteico de IkB y p38 a/f fosforilado y no
fosforilado para comprobar la activacion de las vias de sefializacion rio abajo. La proteina
p38 a/p fue activada (fosforilada) en células RAW 264.7 con la estimulacion de la proteina
en todas las condiciones que se evaluaron. Cuando se analiz6 la fosforilacion de la
subunidad IkB para comprobar la activacion de la via de sefializacion NF-kB, la condicion
en la que se fosforild la proteina IkB fue a las 48h y en respuesta a una concentracion de
proteina recombinante de 1 pg/mL. Se ha descrito que p38 se activa en respuesta a un
estrés celular por medio del sefialosoma 4-1BB/4-1BBL en RAW 264.7 (Tu y col., 2012) y
esta ruta es importante para la produccion de citocinas como TNF-a e IL-6 en la presencia
de un agonista de 4-1BB en macréfagos murinos (Kim y col., 2011). Al activarse esta via
por medio del sefialosoma 4-1BB/4-1BBL puede generar la respuesta de citocinas tanto del
perfil Thl como del perfil Th2 (Cannons y col., 2000). Liy col. (2019a) generaron la proteina
rNc14-3-3 como vacuna contra Neospora caninum, la cual generoé la activaciéon de las vias
p38 MAPK y NF-kB, produciendo citocinas como IL-6, IL-12p40 y TNF-a en macréfagos
murinos peritoneales. Han y col. (2018) utilizaron proteinas recombinantes inmunogénicas
del VPH para estimular CDs in vitro, al estimular p38 MAPK y NF-kB, produciendo citocinas
como IL-6 e IFN-a. Liu y col. (2016) generaron la proteina rH-NS contra Mycobacterium
tuberculosis para generar una respuesta Thl. En RAW 264.7 observaron la activacion de
la via NF-kB y la produccién de IL-6, IL-12 y TNF-a en los sobrenadantes del cultivo celular.
En respuesta a nuestra proteina SA-F3X-BBL, la activacién de estas vias generé la

produccién de TNF a las 24h con una concentracion de 0.5 pg/mL y de IFN-y el cual se
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elevo su expresion génica a las 24h (1 pg/mL) y se mantuvo a las 48h (0.1 y 0.5 pg/mL). Al
comparar las condiciones en las que se incrementaron estas citocinas y la presencia de la
activacion de las vias, p38 a/f parece ser la responsable de la produccién de TNF e IFN-y.
La expresion de la citocina pro-inflamatoria TNF-a en RAW 264.7 es dependiente de la
estimulacion de 4-1BBL por medio de la via MAPK (May col., 2013), la cual se ve reflejada
en la estimulacién de la proteina recombinante de 0.5 pg/mL a las 24h. La produccion de
IFN-y es importante por la funcion de la citocina en el aumento de expresién del MHC de
clase |, estimulando el procesamiento y presentacion del antigeno (Zhou, 2009) y también
participa en la generacion de linfocitos T CD4+ contra el RSV (Bukreyev y col., 2001). En
los resultados arrojados se observd que los macrofagos de la linea celular RAW 264.7
tuvieron la capacidad de producir estas citocinas gracias a la estimulacion de la proteina
recombinante, excepto por la IL-12, la cual se evalué con las mismas condiciones de
estimulacion, pero no presentd diferencias significativas contra sus respectivos controles.
La IL-12 es una citocina que se expresa en macrofagos durante las respuestas inmunes
innatas y adaptativas. Esta citocina estimula la proliferacion de células NK (Freeman y col.,
2015), diferenciacién de T CD4+ (Sin y col., 1999) y activacién de T CD8+ (Thomas y col.,
2016). La produccion de esta citocina en células RAW 264.7 esta dada por la presencia del
IFN-y, pero utilizado como intermediario a la ruta NF-kB (Kollet y Petro, 2006.) y por la
estimulacion de IFN-y a través de la via p38 MAPK en células T activadas (Zhang y Kaplan,
2000), por lo que se especula que el aumento no significativo de IL-12 a las 48h a 0.5 pg/mL
estd ligado con el incremento de IFN-y en las mismas condiciones, pero NF-kB no estaba
activada en esa misma condicion.

Otro de los factores importantes en el efecto biolégico de la proteina SA-F3X-BBL es la
supervivencia celular, para poder generar una activacion celular prolongada y memoria a
largo plazo. BIRCS5 (inhibidor baculoviral de la repeticion de apoptosis que contiene 5) es
miembro de la familia de inhibidores de la apoptosis (IAP) (Garg y col., 2016). BIRC5 actua
como un supresor de la apoptosis en citoplasma y nucleo, al inhibir la activacion de
caspasas 9 para evitar o retardar la apoptosis celular (Altieri, 2006), y puede influenciar en
la divisién celular dependiendo de la variante del gen expresado (Liy col., 2005). La proteina
recombinante logré generar la respuesta de sobrevivencia celular dependiente de la
sefalizacion con 4-1BB/4-1BBL a las 24 h de la estimulacion con una concentracion de 0.5
pg/mL. Esto también se vio reflejado en la prueba de supervivencia y proliferacion celular
(MTT) al observar porcentajes mayores al 100% (control) con las concentraciones de 0.1y

0.5 pg/mL sélo en las 24 h de la estimulacién, lo que coincide con las condiciones de
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expresion de BIRC5, pero estas diferencias no fueron significativas en la prueba de MTT.
El incremento de la expresion del gen BIRC5 ha sido estudiado solamente en células T en
funcion de la co-estimulacion de 4-1BB en un modelo de melanoma humano, observando
la expansion de linfocitos T CD8+ (Chacon y col., 2013) y su expresiéon depende de la
activacion de la via de sefializacion NF-kB (Li y col., 2019b). En este trabajo BIRC5 se
expres6 con 0.1 a 1 ug/mL de proteina recombinante a las 24h, a comparacion de NF-kB
gque se observdé en una condicion diferente, sugiriendo que son dos eventos nos
relacionados. Bcl2l11 es otro gen involucrado en supervivencia celular pues participa en la
via intrinseca de la apoptosis celular. Bcl-2 esta asociada a la proteina Bax, la cual forma
complejos de poros en la membrana mitocondrial, lo que general la liberacién de moléculas
activadoras de caspasas, como el citocromo C, provocando apoptosis celular (Cory y
Adams, 2002). La expresion de Bcl-2 también esta condicionada por la activacion de NF-
kB en macréfagos (RAW 264.7), pero no hay antecedentes de su activacion por medio de
la activacion del sefialosoma 4-1BB/4-1BBL, pero si en linfocitos T (Lee y col., 2002). En el
caso del modelo con RAW 264.7 el gen de Bcl-2 no presenté cambios significativos con la
estimulaciéon con la proteina recombinante a las 24 y 48 h, sugiriendo que no esta

participando en la supervivencia de las células estimuladas con SA-F3X-BBL.
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CAPITULO VIII
CONCLUSIONES

89



Se produjo una proteina recombinante a partir del vector pET-6xHN 6X-SA-F3X-4-1BBL en
un sistema procarionte. La proteina se purificd, identificd y evalué su efecto biolégico en un
modelo in vitro en macr6fagos murinos RAW264.7 analizando activacion de proteinas de
vias de sefializacion y expresion genética de citocinas, arrojando los resultados las

siguientes conclusiones:

{3 La proteina recombinante SA-F3X-BBL puede obtenerse en la fraccién soluble de
células E. coli transformadas con el vector pET-6xHN 6X-SA-F3X-4-1BBL, con un
tamafio de aproximadamente 84.4 kDa.

{* La proteina recombinante SA-F3X-BBL no muestra toxicidad en los macréfagos
RAW 264.7 a concentraciones de 0.1, 0.5y 1 pg/mL.

¢ La proteina recombinante SA-F3X-BBL activd los macréfagos RAW 264.7,
induciendo la sobreexpresion del receptor 4-1BB y de 4-1BBL generando asi el
sefialosoma 4-1BB/4-1BBL.

{+ En macrdéfagos activados por la proteina SA-F3X-BBL se incrementd TRAF2, lo que
se asocio con la activacion de p38 MAPK a las 24 y 48 h y de NF-kB a las 48 h.

1} Laproteina recombinante SA-F3X-BBL aument6 la expresion génica de las citocinas
IFN-y y TNF-a por los macrofagos RAW 264.7, asi como de la proteina
antiapoptética BIRC5. Desde el punto de vista temporal coincide con la activacion
de p38 MAPK.
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ANEXOS

Estandarizacion de anticuerpos de la via de sefializacion

Para poder valorar la expresion de las diferentes proteinas de sefalizacion del sefialosoma
4-1BB/4-1BBL se realizaron extracciones de proteina total de diferentes lineas celulares
(Tabla 3) para identificar controles positivos con el mismo procedimiento del apartado 5.4-
1.

Tabla 3. Descripcion de lineas celulares utilizadas para controles de proteinas de
sefalizacion.

Linea o ) )
Caracteristicas Cantidad de células
celular
Linea celular de carcinoma alveolar inmortalizadas (ATCC®
A539 CCL-185™), cultivadas en medio DMEM F-12 suplementado. (Lieber y 2,000,000 células
col., 1976).
Linea celular de monocitos humanos inmortalizados (ATCC®
U937 CRL-1593.2™), cultivados en medio DMEM suplementado. (Ralph y 5,000,000 células

col., 1976).

20 ug de la proteina extraida total de cada linea celular se corrié en un gel de acrilamida al
13.5% en las mismas condiciones que en apartado 5.1-5. Para identificar las proteinas de
sefalizacién se utilizaron los anticuerpos TRAF2 con dilucion 1:500 y p38 a/f con dilucion
1:500.

Antes de analizar el efecto biolégico de la proteina recombinante sobre células RAW 264.7,
se procedid a la estandarizacion de las diluciones 6ptimas de los anticuerpos utilizando
extractos proteicos totales de la linea celular A594, las cuales son células de carcinoma
alveolar inmortalizadas y en las células U937, que son monocitos humanos inmortalizados.
Las proteinas TRAF2 se encuentran presentes de manera constitutiva en estas dos lineas
celulares. En el caso de la proteina p38, también se encuentra de forma constitutiva en su

forma no activada (defosforilada) (Haas y col., 2009; Zhang y col., 2016).

En la figura 31 se observa que se detectaron bandas proteicas a 55 kDa usando anticuerpo

anti-TRAF2 diluido 1:500, las cuales son correspondientes aproximadamente al peso
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molecular de la proteina que es de 50 kDa (Diessenbacher y col., 2008). Estas bandas se
pueden ver en el carril en el que se separaron las proteinas de la linea celular A594 y U937,
presentando bandas de mayor intensidad (Ralph y col., 1976). En el caso de RAW 264.7 si
se observé una banda menos pronunciada (Fig. 31A). La proteina p38 a/f presentd bandas
bien marcadas a 38 kDa (Haas y col., 2009), correspondientes al peso molecular de esta
proteina de sefializacion. En este caso, se observé tanto en los carriles de RAW 264.7 con
o0 sin estimulo de LPS 0.5 pg/mL (Fig. 31B).

TRAF 2 p38 a/p
(50 kDa) (38 kDa)

MPM A4 RAW- RAWs Ues7 MPM A594 RAW- RAW+ U937

Figura 31. Western blot de controles de la via de sefializacion. MPM: Marcador de peso molecular. A) western

blot de la proteina TRAF2, muestra bandas a los 52 kDa de la extraccion total de proteina de la linea celular
A594, RAW 264.7 (RAW -), RAW 264.7 estimulada con LPS 0.5 ug (RAW +) y la linea celular U937. B) western
blot del la proteina p38 a/B, muestra bandas a los 38 kDa de la extraccion total de proteina de la linea celular
A594, RAW 264.7 (RAW-), RAW 264.7 estimulada con LPS 0.5 pg (RAW+) y la linea celular U937.
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